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 Los monocitos / macrófagos (MØ) humanos desarrollan una respuesta citotóxica 
cuando entran en contacto con tumores. A pesar de ello, cuando estas células se infiltran en 
el tumor reprograman su respuesta  e inician una cooperación con las células tumorales. 
 El presente trabajo desarrolla un modelo experimental in vitro que simula el primer 
encuentro de MØ con células tumorales (que llamamos T) y la infiltración de estas células 
en el tumor (TT).  
 Se realizaron co-cultivos de MØ con las líneas tumorales de origen humano: A431, 
HeLa, BXPC3 y SKBR3. Mediante  ensayos de microarrays observamos que los T y TT 
presentan perfiles diferenciales que se reflejan en la expresión de diversos genes. Nos 
centramos principalmente en aquellos responsables de la respuesta inmune por ser el centro 
de este trabajo. Según los resultados arrojados por los microarrays, los TT presentan una 
significativa disminución en la expresión de moléculas pro-inflamatorias, tales como  IL-12, 
IL-23 y TNFα, en comparación con los T. En cambio,  observamos un aumento en la 
expresión de genes implicados en procesos tumorales y otros antiinflamatorios (p.e. IL-10 e 
IRAK-M). Estos datos sugieren un perfil inmunosupresor para los TT.  
 Por otra parte, comprobamos que el perfil inmunosupresor de los TT también se 
refleja en la disminución de la activación de la respuesta adaptativa. Estos M∅ presentan 
una represión significativa en la expresión de moléculas del HLA de clase II (HLA-DQ y 
HLA-DR) lo que repercute en una menor capacidad de  inducir la proliferación de 
linfocitos. Por el contrario, los TT expresan altos niveles de CD64 y esto se traduce en un 
aumento significativo de su  capacidad fagocítica.  
 El presente trabajo corrobora lo publicado acerca del perfil antiinflamatorio de los 
MØ humanos infiltrados en tumores (TT) y demuestra, por primera vez, que la disminución 
en la expresión de moléculas de HLA de clase II, principalmente el haplotipo DR, esta 
implicada en su menor capacidad presentadora de antígenos. También demostramos que la 
disminución en la expresión de los genes de HLA-II, es regulado por CIITA en estas 
células.  
 En conjunto, los datos aquí presentados indican que nuestro modelo es válido para 
reproducir el enfrentamiento de MØ a tumores, y el perfil que hemos obtenido de estas 
células nos da la posibilidad de encontrar mecanismos y dianas importantes para la 





































Although blood monocytes / macrophages M∅ possess significant cytotoxic 
activity against tumor cells, tumor infiltrate M∅ commonly presents a reprogamation of 
its response, accompanied by a sort of cooperation with cancer cells. 
 In this study we developed an in vitro model which simulates the first contact 
between tumor cells and M∅ (T) as well as its infiltration in tumors (TT). 
 We performed cocultures with M∅ and four lines tumor cells (A431, HeLa, 
BXPC3 and SKBR3). We then isolated the M∅ from cocultures and submitted both, 
tumor cells and M∅ to microarray analysis. We detected the differential expression of 
various genes in T and TT, and focused the analysis on those involved in immune 
response. On one hand, microarrays results showed that TT presented downregulation in 
pro-inflammatory response molecules such as IL-12, IL-23 and TNFα in comparison to 
T. On the other hand, we observed an upregulation in cancer process genes and anti-
inflammatory molecules such as IL-10 and IRAK-M by TT. Thus, our TT cells present 
an immunosupressor profile. 
 Our results also shown that TT cells present a decreased adaptive response 
activation. These cells present significant downregulation in HLA class II genes, which 
promotes an impairment in lymphocytes proliferation. Despite this, TT had a 
significantly increased CD64 expression that could be translated into its enhanced 
phagocytic activity. 
 This work corroborates other publications on anti-inflammatory TT profile and it 
describes, for the first time, the implication of TT downregulation in HLA-II genes, 
mainly DR haplotype, in its impaired antigenic presentation. Beside this, we 
demonstrate that HLA-II downregulation is regulated by CIITA genes in our model. 
 On the whole, our results validate our model as being efficient in the 
reproduction of tumor M∅ infiltration. Besides this model provides us with a TT profile 
that presents a series of molecules and mechanisms which could be the targets of 
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1.1 El Cáncer 
 
1.1.1. Perspectivas históricas 
 
Algunas de las culturas antiguas, atribuían a los dioses la causa del cáncer, 
creencia mantenida hasta la Edad Media. Los tumores malignos fueron reflejados en 
pinturas o escrituras de muchas civilizaciones antiguas de Asia, Sudamérica y Egipto.  
Incluso los osteosarcomas fueron analizados por primera vez en restos de huesos de 
momias egipcias (1, 2).  
Hipócrates (400 a. c.), conocido actualmente como el padre de la medicina, 
propuso la Teoría Humoral de la Medicina. Esta teoría indica que el cuerpo está 
compuesto por cuatro fluidos: la sangre, la flema, la bilis amarilla y la bilis negra. Se 
pensaba que cualquier desequilibrio de estos fluidos causaba enfermedades. Hipócrates 
atribuyó el exceso de bilis negra al cáncer. También fue el primero en usar las palabras 
"carcinos" y "carcinoma" para describir los tumores y así nació el uso del término 
"cáncer" para referirse a esta enfermedad. La palabra "cáncer" se deriva de la palabra 
griega "karkinos," o cangrejo. Se piensa que se refiere a la apariencia de los vasos 
sanguíneos al “alimentar” al tumor que se parecen a las pinzas de un cangrejo (2). A 
pesar de ser incorrecta, la teoría de Hipócrates fue la primera que atribuyó causas 
naturales al cáncer.  
Posteriormente, en la Edad Media empezaron a surgir designaciones del cáncer 
como una enfermedad heredada o causada por agentes ambientales, los carcinógenos. 
En 1775 el físico inglés Percival Pott hizo un interesante estudio epidemiológico: 
Detectó un agente carcinógeno al que estaban expuestos los limpiadores de chimeneas 
de fábricas, quiénes padecían de cáncer de próstata (3, 4). En este estudio Sir Pott no 
sólo determinó la existencia del carcinógeno, sino también que se podría desarrollar la 
enfermedad años después de la exposición al mismo. Las deducciones de Pott llevaron 
al comienzo del conocimiento de las propiedades biológicas de los tumores, enfermedad 
que actualmente constituye una de las tres principales causas de muerte en los países 




1.1.2. Tumorigénesis y Progresión Tumoral 
 
El cáncer es un proceso múltiple y coordinado en el que una célula (o un 
pequeño grupo de ellas) sufre mutaciones genéticas y epigenéticas llevando, por una 
parte, a la activación de proto-oncogenes y por otra, a la inactivación de genes 
supresores tumorales normalmente activos en nuestro organismo (6). Estas células 
adquieren un fenotipo maligno que reprime el control del ciclo celular, inhibiendo la 
apoptosis y/o la senescencia, provocando una  proliferación anormal que se puede 
transformar en masas de tejidos (7-9).  
Es bien sabido que las células transformadas pierden su respuesta a algunas de 
las señales extrínsecas, enviadas por las células circundantes que se encuentran en la 
matriz extracelular del tumor y que, habitualmente, operan para mantener la 
homeostasis del hospedador (8). De esta forma, los tumores  no están sujetos a las 
restricciones normales concernientes a la proliferación celular. Por otra parte, estas 
células pierden la capacidad de diferenciación y por ende su función inicial (4). La 
pérdida de la capacidad de diferenciación les permite generar un fenotipo agresivo y con 
habilidad de invasión (4, 9). La figura I1 esquematiza, a grandes rasgos, el proceso de 
generación del cáncer. 
Si nos centramos en la destrucción tisular, etapa importante para la invasión del 
tumor, ocurre como resultado de la transformación celular, es decir, de las mutaciones 
que sufren las células pro-tumorales. De esta manera, se inicia la producción de factores 
que les permite a las células tumorales escindirse del tumor primario (p.e. 
Metaloproteasas, MMPs, refs: (7, 10, 11). El cáncer progresa cuando las células 
somáticas adquieren señales promitóticas y evaden los mecanismos supresores en el 
microambiente tumoral (8). Cabe destacar que  en esta fase de destrucción tisular se 
inducen respuestas para la reparación del tejido y reacciones inflamatorias que pueden 
tener una función importante en la progresión tumoral (8, 11), lo cual trataremos con 
mayor detalle más adelante.  
Es conocido que el tumor maligno no puede crecer más allá de un determinado 
tamaño, por las condiciones que se genera en su propio microambiente como son la falta 
de oxígeno y nutrientes (4). De esta manera, necesita escindirse del tumor primario, 
buscando las condiciones óptimas para su progreso. Por lo tanto, la formación de la neo 
vasculatura tumoral o angiogénesis y con ello  el acceso a la vasculatura del 
hospedador, son uno de los pasos más importantes para que ocurra tanto la progresión 
  16
tumoral local como la metástasis (12-14). El patrón de diseminación metastásica 
generalmente empieza por la colonización de los linfonodos locales, pero puede llevar a 
la invasión de órganos distantes (14). En este sentido, la diseminación metastásica 
depende de la respuesta fisiológica del órgano en cuestión o del tipo de cáncer, y se ve 























Figura I1. Esquema de la generación del cáncer.  
 
La metástasis puede ser considerada un proceso ineficiente, ya que pocas células 
son capaces de escindirse del tumor primario y colonizar órganos vitales, en ocasiones 
distantes (10). No obstante, las células tumorales, por su heterogeneidad e instabilidad 
genética, pueden ser capaces de generar células con un fenotipo que les posibilita 










Cuando las células tumorales abandonan su nicho muchas se mueren bien por el 
estrés causado por la salida de su microambiente inicial, o debido a las condiciones 
desfavorables con las que se encuentran hasta llegar a los órganos distantes (14). Por lo 
tanto, para que el proceso metastático sea exitoso, la célula tumoral tiene que pasar por 
algunas etapas importantes como son: escisión del tumor primario, entrada al torrente 
sanguíneo (sistema linfático) y supervivencia en el mismo y finalmente invasión y 
colonización de nuevos tejidos. La figura I2 ilustra el proceso metastático (10, 14). La 
división del proceso metastático en fases, nos facilita el estudio contextual y práctico de 
este fenómeno. 
Como comentábamos anteriormente, la ventura del tumor depende de que se 
genere un microambiente favorable. En este sentido, las células pertenecientes al 
estroma tumoral, compuesto de tejido conectivo, vasos sanguíneos y de células 
inflamatorias infiltradas (15, 16); desempeñan una función crucial, en la comunicación 
bidireccional entre células tumorales, tisulares y las células del hospedador.   
En lo que se refiere a la interacción de las células tumorales con las células sanas 
del hospedador; las moléculas de adhesión desempeñan un papel importante en el 
control de la señalización que traspasa del exterior al interior del tumor (10, 17). Apenas 
mencionaremos algunas de las diferentes clases de moléculas de adhesión, ya que 
representan un grupo de moléculas muy heterogéneo y no son el objeto de este estudio. 
Entre ellas están las integrinas, las caderinas, las selectinas, miembros de la familia de 
las inmunoglobulinas y el ácido hialurónico (HA) (10). Este último es un polímero que 
ha cobrado importancia debido a su posible papel como regulador de la inflamación en 
diferentes contextos. Dependiendo de su longitud puede tener funciones distintas (18) 
por ejemplo, los polímeros de alto peso molecular (hasta 2 x 104 KDa) presentan 
funciones inmunosupresoras, mientras que los menores (hasta 2 x 104 KDa) son 
inflamatorios e inmunoestimuladores (18). Además se ha observado que el HA puede 
ser liberado por las células tumorales e induce la tolerancia a tumores de los monocitos 
circulantes al unirse a los receptores CD44 o TLR4 (19). Estas observaciones fueron 
realizadas en nuestro laboratorio con anterioridad al presente trabajo.   
Hasta ahora hemos comentado básicamente las propiedades de las células 
tumorales. Sin embargo, actualmente las interacciones entre la célula tumoral y la célula 
sana del hospedador están siendo el foco de muchos estudios (11, 20, 21). Desde que se 
ha detectado que las células del sistema inmune se infiltran en el tumor sólido (17, 22, 
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23) se esta cambiando el sistema de referencia de investigación; antes centrado en la 














Figura I2. Resumen esquemático de las fases del proceso metastático. 
Las células del tumor primario entran en el torrente sanguíneo a través de los vasos 
originados por el proceso de angiogénesis. Para que este proceso ocurra, las células 
tumorales utilizan las MMPs para la disrupción tisular y extravasación del tumor 
primario. De esta manera, las células tumorales migran por el torrente sanguíneo y 
las  que logran supervivir inician su proliferación. Tanto para su supervivencia como 
para su proliferación utilizan moléculas de adhesión, factores de crecimiento y 
manipulan a la maquinaria de apoptósis; a su vez, envían señales a las células 
circundantes  a través de quimioquinas y otras moléculas de señalización. Finalmente 
colonizan el órgano distante iniciando el proceso metastático. Modificada de Cairns, 
et al (10).  
 
El descubrimiento de que las células del sistema inmune se infiltran en el tumor 
ha hecho que muchos estudios se enfocaran en el sistema inmune enfrentado a tumores 
(7, 13, 24). Por ello, existen aspectos importantes relacionados con la inmunología y el 
proceso tumoral y como es bien sabido, las células del sistema inmune son capaces de 
discernir entre el “propio” y el “no propio”, es decir, son capaces de reconocer a los 














Entrada al torrente sanguineo
Supervivencia
  19
Las transformaciones genéticas que sufren las células tumorales provocan la 
expresión de  determinados antígenos tumorales que pueden ser reconocidos por el 
sistema inmune del hospedador (25, 26). Esta teoría conocida como vigilancia 
inmunológica a tumores, puede o no ser un proceso exitoso (8, 25-27). Por lo que es de 
gran importancia para el presente trabajo que nos centremos en la respuesta 
inmunológica a tumores, principalmente la respuesta innata. 
 
1.2. Aspectos Generales del Sistema Inmune Innato 
 
Ocasionalmente los microorganismos que son encontrados diariamente en la 
vida del individuo sano son capaces de desencadenar enfermedades perceptibles (4, 28). 
Estos agentes infecciosos son reconocidos y atacados en los primeros momentos por 
mecanismos de defensa que no requieren un período prolongado de exposición. Esto es 
posible porque no dependen de la expansión clonal de linfocitos específicos en 
respuesta a determinados antígenos (28). De manera general, estos son los mecanismos 
básicos conocidos como pertenecientes a la respuesta inmune innata y que hasta hace 
poco tiempo era conocida como la respuesta inmune inespecífica (29). Es conocido que, 
además de los microorganismos, el sistema inmune innato se puede activar como 
respuesta a otros agentes que resulten agresiones externas como puede ser quemaduras, 
golpes que provoquen contorciones o fracturas del sistema óseo, heridas (30), y también 
transformaciones internas como son los tumores (25). Actualmente, entendemos la 
respuesta innata como la primera línea de defensa del organismo que puede activar la 
respuesta adaptativa cuando no ha sido eliminada la “agresión” recibida (30). Podemos 
así diferenciar la doble funcionalidad de la respuesta innata, que primero intenta 
eliminar la agresión, pero también regula la activación de la respuesta adaptativa (28).  
Las principales células del sistema inmune innato son las de origen mieloide, 
dentro de las cuales están las que tienen capacidad fagocítica y presentadora de 
antígenos APCs (del inglés Antigen Processing Cells), como los monocitos/macrófagos 
y las células dendríticas. Otras células importantes son las NK (del inglés Natural 
Killer) y los neutrófilos (28). Por lo general estas células secretan  proteínas pro- 
inflamatorias llamadas citocinas en respuesta a una agresión extrema (28) o el 
reconocimiento de antígenos turmorales (31, 32). Las citocinas son a su vez capaces de 
unirse a receptores específicos de otras células del mismo sistema, desencadenando la 
activación/regulación de distintas células efectoras del sistema inmune. Las citocinas 
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más conocidas, y que son secretadas por macrófagos son IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 
IL-23 (del inglés Interleukin) y el TNFα (del inglés Tumor Necrosis Factor) (28). A 
parte de las citocinas, las células del sistema inmune innato pueden secretar 
quimioquinas, quienes tienen propiedades quimioatrayentes induciendo la migración  al 
sitio de producción de la quimioquina (28). 
Entre las células del sistema inmune innato los monocitos/macrófagos son una 
de las más importantes por sus características e implicación en diversos procesos de la 
respuesta a agresiones. Los monocitos son células circulantes que se diferencian a 
macrófagos continuamente e inmediatamente después de su migración a tejidos y/o 
cuando se encuentran con un estímulo (28, 33, 34). La heterogeneidad de los 
monocitos/macrófagos (MØ) es bien conocida y depende del estímulo local que reciban. 
De esta forma, cada subpoblación de MØ presenta funciones fisiológicas distintas que 
son el reflejo de su reclutamiento a sitios de inflamación o su entrada a tejidos (33). 
Además, los MØ se pueden diferenciar a células especializadas como son, por ejemplo, 
las células dendríticas o los osteoclastos. Los marcadores de superficie más comunes de 
los MØ son CD14, CD163, CD63, CD68, CD74, CD86, CD164, CD44 (del inglés 
Cluster of Differentiation), CSF1R (del inglés Colony Stimulator Factor 1 Receptor)  y 
los TLRs (del inglés Toll Like Receptors) (33, 34).  
Los MØ son, con las dendríticas, las principales células presentadoras de 
antígeno, aunque los linfocitos B también pueden desempeñar este papel en algún caso 
(28). Esta función de los MØ sólo es posible por su capacidad fagocítica, mediante la 
cual controlan el exceso de células senescentes en degradación o apoptóticas (20). Los 
MØ también fagocitan a los microorganismos (20, 33). Es importante destacar que los 
MØ representan una de las más importante uniones entre el sistema inmune innato y el 
adaptativo dado que,  una vez que fagocitan, pueden presentar antígenos y “despertar” 
la respuesta adaptativa.  
Uno de los receptores más importantes de los MØ son los TLRs (también 
expresados por las células dendríticas y otras células de mucosa y endotelio), porque les 
posibilita activar distintas cascadas de señalización cruciales para el funcionamiento del 
sistema inmune innato (35) y a la vez le proporciona mayor específicidad de lo que 




1.2.1. Los “Toll Like Receptors” y la familia de proteínas de transducción de 
señal “Interleukin-1 Receptor Associated Kinases”   
 
Hace aproximadamente una década, se empezó a asumir que la respuesta inmune 
innata no es “inespecífica” como se afirmaba. El cambio del término inespecífico por 
innato fue catalizado entre otras cosas por el descubrimiento los receptores TLRs (36). 
Estos receptores, inicialmente descriptos en Drosophila Melanogaster, demostraron que 
la respuesta inmune innata se activa a través del reconocimiento específico de antígenos 
por estos receptores (36). Se ha demostrado que los MØ y las células dendríticas 
expresan estos receptores (34), que se unen a ligandos específicos, ya sea 
individualmente, o dimerizándose entre ellos u otras proteínas de membrana (37). Su 
activación puede llevar a la producción de citocinas inflamatorias a través de la 
activación de la vía que implica la traslocación al núcleo del factor de transcripción  
NF-κB (del inglés Nuclear Factor κappa B) o incluso, pueden llevar a la producción de 
moléculas coestimulatorias que activan a la respuesta inmune adaptativa (35, 38). 
En mamíferos, los TLR constituyen una familia de al menos 13 receptores, la 
mayoría de ellos son expresados en membrana aunque esto depende del ligando que 
reconozcan (39, 40). Por ejemplo, el TLR3 se encuentra en endosomas por su capacidad 
de reconocer a ARNs de doble hélice (típicos de virus) y el TLR4 se localiza en la 
superficie celular, por reconocer al lipopolisacárido de bacterias Gram negativas. 
Recientemente, se ha demostrado que algunos TLRs pueden reconocer antígenos 
tumorales, al menos de aquellos cánceres inducidos por virus (35). En el caso particular 
del TLR4, es capaz de reconocer ligandos del organismo del hospedador: proteínas de 
choque térmico (41), fibrinógeno (41) o el ácido hialurónico liberado por células 
tumorales (19).  
Es interesante destacar que muchos tipos de células tumorales humanas y de 
ratón expresan algunos TLR (principalmente TLR4) para evadir al sistema inmune (35). 
Un estudio demostró que el silenciamiento génico del TLR4 en células tumorales de 
ratón que lo sobre expresan, producen un retardo en el crecimiento tumoral en 
comparación con los ratones inyectados con las células tumorales  no mutadas. En este 
mismo estudio se observó que hay una disminución en el control de la activación de los 
linfocitos T cuando las células tumorales expresan TLR4 (42). De momento hay pocos 
trabajos que definen la expresión y función de los TLRs en células que no sean los MØ 
o las dendríticas.   
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En la cascada de señalización que se activa una vez que los TLRs reconocen su 
ligando está una familia importante de proteínas, las IRAKs (del inglés Interleukin 
Receptor Associated Kinase (19, 43-49). 
El primer miembro descrito de esta familia, IRAK-1, fue descubierto por  su 
propiedad de inmunoprecipitación con el receptor de IL-1 y también por su papel en la 
immunidad de Drosophila Melanogaster. A esta familia también pertenecen: IRAK-2, 
IRAK-3 (conocida también como IRAK-M) e IRAK-4 (50). Las cuatro IRAKs 
presentan un dominio DD (del inglés Death Domain), mediante el cual interaccionan 
con sus proteínas adaptadoras, como por ejemplo el MyD88 (del inglés Myeloid 
Differentiation 88) y un dominio quinasa que les diferencia entre sí. Las IRAK-1 e 
IRAK-4 presentan el dominio quinasa funcional, mientras que en la IRAK-M este 
dominio tiene un cambio en un residuo aminoacídico que hace que sea considerada una 
“pseudoquinasa” (51). Se pensaba que IRAK-2 también era una “pseudoquinasa” como 
IRAK-M, pero un estudio reciente demostró que es enzimáticamente activa (52, 53). 
El papel de IRAK-M en la cascada de señalización fue demostrado al estudiar el 
fenotipo del  ratón “knock-out” para esta pseudoquinasa. Estos ratones presentaban una 
sobre actividad de la cascada de señalización iniciada por IL-1 y varios TLR que 
culminaba en una respuesta inflamatoria excesiva (54). Los datos indicaban que IRAK-
M desempeña una función de regulación negativa de la activación de NF-κB y de la 
respuesta inflamatoria resultante de esta cascada de señalización (54). Otros estudios 
demostraron que IRAK-M está implicada en distintos procesos, como el control de la 
osteoclastogénesis (48, 55) y la tolerancia de MØ a endotoxinas (43, 49) en pacientes 
con síndrome coronario (44). También se ha descrito a IRAK-M como un elemento 
esencial en la tolerancia al cáncer que presentan los MØ infiltrados en tumores (19). En 
cuanto a su regulación, en nuestro grupo se demostró que TNFα juega un papel 
importante en este proceso (46).   
La figura I3 esquematiza la cascada de señalización de las IRAKs tras la unión 
















Figura I3. Resumen esquemático de los procesos que interviene la familia de las 
Interleu kin-1 Receptor Associated Kinases. 
IRAK-1 e IRAK-2 intervienen en la activación de NF-κB. IRAK-2 también tiene un 
papel importante en la inducción de la apoptosis. IRAK-4 fosforila a IRAK-1, 
actuando de esta manera en la activación de la cascada de señalización. IRAK-M 
presenta una función supresora de la actividad de NF-κB, actuando a nivel de la 
IRAK-1 y/o IRAK-4. (Modificada de Huang, el al, 2005) (56).  
 
Debido a su importancia en la elección del modelo experimental utilizado en 
este trabajo, más adelante discutiremos algunos datos publicados respecto a IRAK-M y 
la respuesta inmune a tumores. 
Cabe destacar que estamos dando énfasis solamente a algunas de las moléculas, 
células  y cascadas de señalización implicadas en la respuesta inmune innata. Asimismo 
queremos darle más énfasis a una de las funciones cruciales de la respuesta innata; la 
presentación antigénica. En este sentido, los mediadores inflamatorios  y las células 
presentadoras de antígenos, como los MØ, intervienen en la presentación antigénica, 
regulando la expresión de los antígenos leucocitarios humanos (traducción del inglés 
Human Leukocyte Antigens, HLA), (57). Tanto la presentación antigénica como la 
producción de ciertas citocinas, inducen una proliferación selectiva de linfocitos T y B. 
Por todo ello,  en el reconocimiento de antígenos tumorales, la familia de los  HLA 






1.2.2. La familia de los “Human Leukocyte Antigens”  o “Major 
Histocompatibility Complex” 
 
Como hemos mencionado anteriormente, una de las vías de activación de la 
respuesta inmune adaptativa, es la presentación antigénica a través de las APCs. Estos 
antígenos pueden provenir de la existencia de células infectadas por patógenos o bien de 
péptidos resultantes de la fagocitosis y del posterior procesamiento antigénico. Los 
péptidos son “captados” por glicoproteínas especializadas expresadas por las células 
hospedadoras, nombradas HLA o MHC (del inglés Human Leukocyte Antigens para 
humanos o Mayor Histocompatibility Complex para ratones). Las moléculas de HLA 
son codificadas por un inmenso grupo de genes y se observaron por vez primera debido 
a su implicación en el rechazo a transplantes de tejidos (4, 28).  
Los HLA pueden ser agrupados en tres clases: Los de clase I, son expresados por 
todas las células. Los de clase II son expresados solamente por aquellas células 
involucradas en el sistema inmune, entre las que destacan las APCs. Finalmente, los de 
clase III codifican citocinas como el TNFα y moléculas del sistema del complemento 
(28). 
 En humanos el HLA I presenta tres diferentes haplotipos, el A, B y C. Por su 
parte  el  HLA de clase II presenta otros haplotipos: el DP, DQ y DR expresados en la 
superficie celular, y otros dos intracelulares el DM y el DO (28). La expresión de las 
moléculas de clase II del HLA se controlan, entre otros factores, por la acción del 
CIITA (del inglés Class II Transactivator), un coactivador de los genes de HLA clase II 
que interactúa con el factor de trascripción RFX5 (del inglés Regulatory Factor X 5) 
(28, 58, 59). Es conocido que los HLA I y II tienen una función crucial en el proceso de 
presentación antigénica. En este proceso, las proteínas son degradadas a péptidos en el 
interior de las células presentadoras de antígenos y luego son trasportados por los HLA 
a la superficie celular. Los HLA de clase I procesan y presentan al antígeno de manera 
distinta a los de clase II.  
En el procesamiento y presentación a través del HLA I, los péptidos que se 
encuentran en el citosol celular son degradados en el proteasoma celular. Tras ello, se 
unen al complejo de proteínas calnexina, calreticulina, TAP 1 y 2 (del inglés Associated 
Protein Tapasin), Erp57 (protein disulfide-isomerase 57), y el HLA I. Luego, el HLA I, 
y el péptido son trasportados a la superficie de la célula para ser presentados a los 
linfocitos T CD4+ (28). En el caso del HLA II, los antígenos ajenos extracelulares, son 
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fagocitados y llevados al endosoma celular que sufre una disminución en el pH. Los 
antígenos son degradados por proteasas y los péptidos resultantes se unen al HLA II 
recién sintetizado. Este complejo es  trasportado a la superficie celular para su ulterior 
presentación a los linfocitos T CD8+ (28).  
La presentación antigénica es un proceso crucial para entender la relación del 
sistema inmune innato y el cáncer. Hasta el momento hemos introducido los conceptos 
de este proceso, y a continuación lo llevaremos al ámbito del tumor. 
 
1.3. Inmunología Tumoral 
 
Hasta ahora hemos comentado muy brevemente la respuesta inmune innata. A 
parte de lo mencionado, existen otra gran cantidad de moléculas y maquinarias de 
señalización que intervienen en esta respuesta (28). De todos modos, hasta hace algunas 
décadas casi todo lo que se había demostrado de la inmunidad innata se refería a la 
respuesta del hospedador a los microorganismos, afortunadamente hoy día se ha 
empezado a dar particular énfasis a la respuesta inmune a tumores.  
Una de las primeras pruebas de que el sistema inmune puede reconocer a las 
células tumorales se obtuvo en un estudio que demostró que tumores trasplantados 
sufrían retroceso en su crecimiento en ratones sanos, mientras que progresaban en 
ratones inmunosuprimidos (60). Este estudio y otros más elaborados, han posibilitado 
que se vislumbrara la manipulación de la respuesta inmune contra tumores con técnicas 
de inmunoterapia (17, 61). Sin embargo, todavía nos falta investigar muchos matices del 
sistema inmune frente a tumores, ya que puede desempeñar papeles totalmente 
contradictorios en la defensa del hospedador que contrae el cáncer (27).  
 
1.3.1. Reconocimiento del Tumor por el Sistema Inmune  
 
Es conocido que las células tumorales expresan proteínas, productos de 
protooncogenes mutados, que pueden ser antigénicos. Estos son los llamados TAAs (del 
inglés Tumor Associated Antigens) (4, 8, 28). Este es el caso de Ras y p53, ambas 
proteínas reguladoras del ciclo celular (28). Los péptidos de estas y otras proteínas 
mutadas pueden asociarse a las moléculas de MHC o HLA clase I o II, expresada en la 
superficie de la célula tumoral, para su posterior reconocimiento por las células 
presentadoras de antígenos o incluso directamente por los linfocitos T o B (27, 32).  
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A pesar de que los tumores expresan antígenos tumorales, y aún habiendo 
evidencias de control inmunológico contra el cáncer, se conjetura que en diversos casos 
este control no es total, ya que sigue siendo una enfermedad mortal. Por ello la 
importancia de estudiar los mecanismos involucrados en la respuesta inmune a tumores, 
ya que existen evidencias de que no todas las células del sistema inmune tienen 
capacidad de suprimir a los tumores. Por lo contrario, en algunos casos auxilian a la 
progresión tumoral (11, 22, 62). Un ejemplo aparentemente claro de esto último lo 
constituyen los MØ, estas células pueden “ayudar” a la angiongénesis y la metástasis 
(14, 22).  
Muchos autores afirman que en el microambiente tumoral existe un equilibrio 
entre los procesos de evasión del tumor al sistema inmune y colaboración mutua entre 
células tumorales y macrófagos (9, 11, 13, 22, 32, 63). Por ello, se  afirma que el 
fenotipo y el desarrollo del tumor son un reflejo de las interacciones en el pasado entre 
la célula tumoral y el sistema inmune (27).   
 
1.3.2. Teoría de la Vigilancia Inmunológica a Tumores 
 
El papel del sistema inmune en la prevención y potencial erradicación de 
tumores fue concebido por Paul Ehlich en 1909 (64), quién sugirió que el cáncer sería 
más frecuente si el sistema inmune no controlara la aparición continua de células 
transformadas. Medio siglo más tarde, Burnet en 1957 reactivó esta hipótesis, 
sugiriendo que el linfocito T funciona como el efector mayor de este sistema. Burnet 
acuño el término “vigilancia inmunológica o inmunovigilancia” definido como la 
habilidad del sistema inmune de detectar y destruir a las células tumorales (65). Este 
proceso está mediado por el reconocimiento de los antígenos que expresan las células 
transformadas (8, 25-27). Experimentalmente, resulta difícil observar la vigilancia 
inmunológica a tumores en humanos. No obstante, últimamente se han publicado 
muchos estudios en este campo. Estos estudios abrieron las puertas a tres importantes 
áreas de investigación: las poblaciones celulares (incluyendo las del sistema inmune) 
infiltradas en tumores, la generación de la inmunidad endógena contra antígenos 
tumorales y la relación entre inmunodeficiencia y cáncer. Esta última como 
consecuencia de la observación de que los pacientes inmunodeficientes presentan 
mayores riesgos de desarrollar cáncer (27). 
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En este sentido, existen algunos estudios en animales o “in vitro” que pueden 
definir aspectos directos o indirectos de la vigilancia inmunológica a tumores. Algunos 
autores que estudiaron tumores espontáneos  o utilizaron modelos de tumores inducidos 
químicamente en ratones, demostraron que el sistema inmune puede “sobrevivir” al  
ataque de las células aberrantes y tiene una función importante en la prevención de la 
formación del tumor (60, 66, 67). Por ejemplo Shankaran, et al, 2001 demostraron que 
ratones “knock-out” para el receptor de IFN-γ (del inglés Interferon) desarrollaron 
sarcomas más rápidamente que los animales no transformados (66). En la misma línea, 
ratones “knock-out” para RAG2-/- (del inglés Recombination Activated Gene), o sea que 
carecen de la capacidad de madurar linfocitos T o B, son más susceptibles al desarrollo 
de tumores inducidos químicamente (67).   
Por otro lado, los tumores desarrollan mecanismos de evasión del sistema 
inmune que pueden ser consecuencia de alteraciones que se manifiestan en la fase de 
vigilancia inmunológica (32). Se ha observado que las células tumorales pueden 
presentar deficiencias en la vía de procesamiento y presentación de antígenos, pudiendo 
así, “esconderse” de la respuesta adaptativa (66). O bien pueden suprimir la inducción 
de señales inflamatorias de “peligro”, provocando un fallo en la maduración de células 
dendríticas (68). El significado biológico de estos mecanismos, es que puede no darse la 
presentación antigénica de los tumores por las APCs, lo que imposibilitaría la activación 
de la respuesta adaptativa (32).   
Es común observar la infiltración de células inmunes efectoras a tumores tanto 
en pacientes (9), como en modelos animales (31). Los MØ, considerados la primera 
línea de defensa en tumores son la población celular mayoritaria infiltrada en muchos 
tumores (9, 22). Estas células se infiltran en el tumor en estadios muy tempranos del 
desarrollo tumoral y pueden indicar un mal pronóstico para el hospedador (23). Esto ha 
sido  observado en los tumores de cérvix, próstata, mama y vejiga (62). Además, se sabe 
de la infiltración de otros tipos de leucocitos (23) como las células T reguladoras (69). 
Los macrófagos, siendo la población mayoritaria infiltrada, pueden representar casi un 
50% de un tumor sólido en casos extremos como en algunos tumores de mama (9). Por  
lo que se justifica un estudio detallado de los mecanismos moleculares que se 
activan/desactivan durante la infiltración de MØ en los tumores. Uno de los problemas 
que tenemos en estudiar esta fase es la falta de modelos experimentales tanto in vitro 
como in vivo.  
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Profundizaremos y discutiremos otros datos publicados de las funciones de los 
MØ en el contexto tumoral más adelante, ya que se trata del eje de nuestro trabajo. 
 
1.3.3. La funcionalidad del sistema inmune innato enfrentado a tumores 
 
1.3.3. a) Conceptos Darwinianos de Selección Natural y “Edición 
Inmunológica” de Tumores 
 
Hemos mencionado que el sistema inmunológico presenta dos efectos 
paradójicos sobre el cáncer. Existen evidencias que apuntan que en el proceso de 
vigilancia inmunológica las células efectoras de la respuesta inmune pueden prevenir 
principalmente el desarrollo de tumores nacientes (8). A pesar de existir datos que 
afirman que este proceso puede tener mecanismos intrínsecos supresores de la 
progresión tumoral (8, 27).  
Por otro lado, la inmunidad puede perfilar la naturaleza intrínseca de los 
tumores, a través de la presión ejercida por la vigilancia inmunológica (6, 14, 70). De 
hecho algunos autores afirman que no hay evasión sin presión inmunológica (26). Estos 
mismos autores afirman que esta presión del sistema inmune genera variantes tumorales 
más resistentes en el ámbito de la instabilidad génica. La importancia de estas 
conclusiones es que la “selección natural” de células tumorales heterogéneas resulta en 
la supervivencia y proliferación de variantes que poseen características genéticas y 
estados epigenéticos que facilitan su crecimiento y una evasión más eficiente del 
sistema inmune.  
El proceso de edición inmunológica de tumores consiste de tres fases (8):  
1º La eliminación, que como hemos visto hasta ahora es el proceso de vigilancia  
inmunológica.  
2ª El equilibrio, que consiste en la incompleta destrucción de las células 
tumorales y “armonía” entre las células inmunes infiltradas y las células 
tumorales remanentes/resistentes.  
3ª La evasión, en la que las células tumorales “esquivan” completamente el 
sistema inmune y pueden progresar e invadir nuevos tejidos. 
Actualmente, la publicación de varios estudios de inmunología tumoral está 
favoreciendo la comprensión de estas fases de la “edición inmunológica” tumoral (32, 
66, 67, 71). En este sentido, es necesario enfatizar en la interacción del macrófago con 
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la célula tumoral, por ser uno de los primeros contactos entre células del sistema inmune 
y las células aberrantes. 
 
1.3.3. b) Macrófagos, inflamación y el progreso tumoral 
 
En un pasado reciente, la relación entre inflamación y progresión tumoral era 
considerada casual. Sin embargo, esta opinión cambió cuando se observó, a través de 
estudios epidemiológicos, que la relación podría ser más directa de lo que se suponía 
(72). En uno de estos estudios, se demostró que el 95% de las mujeres que habían 
presentado previamente inflamación pélvica o endometriosis posteriormente 
desarrollaban cáncer de ovario (73). Otros autores observaron que la inflamación 
crónica está asociada con la progresión de diversos tipos de cánceres como por ejemplo, 
pulmonar, gástrico, pancreático, de próstata entre otros (72). Un hecho a tomar en 
cuenta es la creencia entre los cirujanos que: “… cuando existe inflamación (entendida 
por infiltración de células del sistema inmune) existe metástasis”. Así, durante las 
últimas décadas la controversia de si el sistema inmune controla negativamente o 
positivamente la progresión tumoral, ha sido centro de grandes debates.  
Según la teoría de la vigilancia inmunológica, que hemos presentado  
anteriormente, el sistema inmune reconoce y puede erradicar el tumor (8, 27). Los MØ 
son reclutados rápidamente al sitio del tumor, secretan citocinas que atraen a las células 
dendríticas y a las NKs, o bien fagocitan a las células tumorales para posterior 
presentación a los linfocitos T y B y la activación de la respuesta adaptativa. La 
activación de las células NK y dendríticas inicia la respuesta inmune contra el tumor 
(32). 
Por otro lado, en muchos de los casos las células tumorales más resistentes 
persisten, por el proceso de inmunoselección (25, 26). Posteriormente a este proceso, las 
células del sistema inmune, principalmente los macrófagos, se convierten en 
cooperadoras de la progresión tumoral (22). Tanto es así que últimamente se han 
publicado diversos estudios sobre los mecanismos moleculares que activan a los MØ 
infiltrados en tumores, los TIM (del inglés, Tumos Infiltrated Macrophages) (22). En 
absoluto contraste con los monocitos circulantes, que generan  una respuesta citotóxica 
tanto contra microorganismos (49) como contra células malignas (63); los TIM 
presentan una reprogramación de la actividad inmunológica que les hace perder la 
eficiencia contra los tumores.  
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Es importante destacar que los MØ que tienen una respuesta citotóxica contra 
patógenos o tumores son llamados M1 (activación clásica), mientras que aquellos que 
presentan la respuesta inflamatoria y capacidad de activar al sistema adaptativo 
disminuida, son llamados M2 (activación alternativa) (22, 31, 74). El principal estímulo 
que genera los M1 es el IFNγ (69), mientras que en el caso de los M2 pueden ser IL-4 o 
IL-13 (69).  
Existen evidencias de que los TIM presentan características similares a los M2, 
básicamente: alta expresión de IL-10 (citocina antiinflamatoria) y baja expresión de IL-
12 e IL-23 (citocinas pro-inflamatorias) (22, 31, 74). Las características de los M2, así 
como de los TIM todavía están siendo investigadas, ya que pueden presentar perfiles 
variables dependiendo de la situación, patógeno/tipo de cáncer y microambiente en 
cuestión (69). Por su parte, los M1 se caracterizan por ser activados por diversos 
estímulos inflamatorios como: IFN-γ, como se ha comentado anteriormente, productos 
microbianos (LPS, LPA etc.), o antígenos tumorales. Estas células  producen especies 
reactivas de oxígeno, citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 y TNFα, receptores 
“scavenger” (del inglés secuestrador), receptores de manosa y grandes cantidades de 
HLAs (31, 69).  
En lo que se refiere a las características de estos MØ, existen estudios que 
afirman que los TIM sobre expresan TNFα, comparado con los M1 (74) y otros que 
observaron que bajan significativamente la expresión de esta molécula (19, 63). Algo 
similar ocurre con respecto a IL-6 e IL-12 que su expresión por los TIM depende del 
tipo del tumor o del modelo experimental utilizado (69, 74). Así que se puede decir que 
los TIM y los M2 (quienes sí presentan una bajada en la producción de TNFα), exhiben 
expresión variable para estas moléculas. En cambio, podemos afirmar que  tanto los 
TIM como los M2 siempre sobre expresan IL-10 con respecto a los M1 o a los 
monocitos no activados (69, 74).  
Por otra parte, queda patente con estos estudios, que los  MØ, que inicialmente 
son efectivos contra tumores, cuando entran en contacto con el microambiente tumoral 
empiezan a cambiar su perfil y volviéndose incapaces de generar una respuesta anti-
tumoral (13, 19, 63).  
Veamos como se define la composición celular del microambiente tumoral y su 
interacción con los TIM. Los tumores sólidos contienen una combinación dinámica de 
células del sistema inmune entre las que se encuentran: MØ, células dendríticas, 
linfocitos, células endoteliales, fibroblastos, células perivasculares y las propias células 
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malignas. Los MØ circulantes y los residentes en el tejido donde se desarrollará el 
tumor son reclutados a través de quimioquinas y factores de crecimiento secretadas por 
el tumor como TGFβ (del inglés Transforming Growth Factor) y MCSF-1 (del inglés 
Macrophage Colony Stimulator Factor) (21, 27). Además los tumores secretan IL-4 e 
IL-10 que estimulan a la reprogramación de M1 a M2 (22). 
Cuando los MØ se infiltran en el tumor (TIM) y desarrollan algunas de las 
características de los M2, inician la cooperación con la progresión tumoral secretando 
factores tales como citocinas y VEGF (del inglés Vascular and Endotelial Growth 
Factor) que suprimen la respuesta tumoral y MMPs que inducen la proliferación e 
invasión propiciando la angiogénesis y la metastasis neoplásica (7, 22, 32).  La figura I4 
ilustra esquemáticamente las diferencias entre los M1 y los M2 durante el proceso 
tumoral. Vale destacar que el proceso de conversión de M1 a M2 no es estático y lineal 









Figura I4. Función diferencial de los macrófagos enfrentados al cáncer. (Figura 
modificada de Lamagna, et al, 2006) (32).   
 
La reprogramación de la respuesta inmune de los TIM implica muchos 
mecanismos que están siendo objeto de estudio, entre ellos está la regulación negativa 
de citocinas inflamatorias como IL-12 y TNFα, y la producción de citocinas 
antiinflamatorias como IL-10 (22). Además, se ha observado el papel de la familia de 
IRAKs en el proceso de disminución de la respuesta de los monocitos enfrentados a 
tumores (19). Un estudio publicado recientemente, demostró que ratones “knock-out” 
para IRAK-M, no desarrollaron tumores cuando se les inyectaron células tumorales 
(75). Es importante recordar que esta familia de quinasas está implicada en la cascada 






Por otra parte, en un estudio se utilizó un modelo in vitro de co-cultivo de MØ 
con diversas líneas tumorales con o sin una pre-exposición a la misma línea tumoral. Se 
observó que estos MØ, cuando se les volvía a enfrentar con las células tumorales, 
presentaban una disminución en la expresión de IL-12, IRAK-1 y TNFα, Indicando que 
el segundo contacto del MØ con el tumor disminuye su respuesta inflamatoria (63). 
Otro estudio utilizando un modelo experimental similar, realizado en nuestro 
laboratorio, detectó que además de la disminución en la expresión de TNFα por los 
monocitos enfrentados dos veces a las células tumorales, ocurría un aumento en la 
expresión de IRAK-M, siendo este uno de los posibles mecanismos que da explicación 
al fenómeno. Este estudio obtuvo los mismos resultados cuando analizó la expresión de 
IRAK-M y TNFα en monocitos de pacientes con distintos tipos de cáncer (19).  
Por otro lado, otros modelos experimentales o incluso distintos tipos de tumores 
de pacientes pueden presentar TIM con características distintas a los reportados en estos 
trabajos (69). Concluyéndose que  el tiempo de exposición del MØ a la célula tumoral y 
el modelo experimental empleado son determinantes para establecer los perfiles de los 
TIM. Por otro lado, los TIM siempre presentan menor capacidad de exterminar al tumor 
a pesar de las variaciones en su perfil encontradas en los distintos estudios (22, 72, 74).  
Por todo ello, es de crucial importancia que se siga investigando en profundidad 
el perfil de los TIM en diferentes circunstancias, detectando cuales son los mecanismos 
que llevan a los MØ a cambiar su perfil de “eficientes” a “no eficientes” contra la 
progresión tumoral. Últimamente se están publicando cada vez más estudios de análisis 
del perfil génico de TIM tanto de pacientes (69) como en  modelos de ratón (11, 62). 
Entretanto, aún nos queda profundizar en la comparación de los perfiles génicos de 
monocitos circulantes, TIM y de las células tumorales, para diferenciar sus mecanismos 
moleculares y también para entender mejor el fenómeno de la evasión del tumor del 
sistema inmune y del cambio de perfil/reprogramación del MØ.  
En el presente trabajo, hemos avanzado en el desarrollo del modelo experimental 
in vitro de generación de los TIM y comparamos su expresión génica con la de los MØ 
sanos y distintas líneas tumorales. Esta comparación nos ha permitido investigar la 
diferencia entre los MØ en la fase de la vigilancia inmunológica y aquellos que se 






































































































Todos los reactivos utilizados, se compraron a las siguientes casas comerciales: 
Merck (Darmstadt, Alemania), Boehringer (Mannheim, Alemania) y Sigma (San Luis, 
MO, EEUU). En todos los casos, los reactivos adquiridos fueron de la mayor calidad 
disponible. 
El medio de cultivo utilizado fue el DMEM (Dulbecco’s MEM), de Invitrogen 
(Carlsbad, CA, EEUU). En todos los casos, el medio estaba suplementado con 100 
UI/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. Ambos antibióticos, también 
procedían de Invitrogen. Todas las soluciones y medios de cultivo estaban libres de 
contaminación por LPS, testándolo por el test de limulus, utilizando el Limulus 
Amebocyte Lysate kit de Cambrex (East Rutherford, NJ, EEUU).  
 
2.1.1. Anticuerpos y Análisis de Citometría de Flujo 
 
Los anticuerpos utilizados en el presente trabajo, su tipo, especie de procedencia, 
y empresa suministradora se muestran en la Tabla M1. 
Detectamos la expresión de diversas proteínas utilizando anticuerpos específicos 
(Tabla M1). En cada caso, para corregir las uniones inespecíficas, utilizamos un 
anticuerpo de control isotipo comprados de la misma casa comercial que los anticuerpos 
correspondientes. Lavamos las células, en suspensión, dos veces con PBS (del inglés 
Phosphate Buffered Saline), antes y después del marcaje. Después, las muestras se 
analizaron por citometría de flujo utilizando el FACScalibur (Becton Dickinson) 



























Tabla M1. Anticuerpos utilizados en análisis de citometría de flujo y Wetern Blot. 
 
2.2. Cultivos celulares 
 
Todos los datos mostrados en el presente trabajo, se obtuvieron a partir del 
estudio del comportamiento de M∅ humanos, aislados desde buffy coats. En todos los 
ensayos se realizó un  paso inicial de aislamiento de células mononucleares de sangre 







Chemicon Internacional (Temecula, CA, EEUU)ConejoPoliclonalAnti-IRAK-M
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2.2.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica 
 
Partiendo de buffy coats  aislamos CMSP por centrifugación en gradiente de 
densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Hypaque Plus de Amersham Bioscience 
(Piscataway, NJ, EEUU). Del total de CMSP, dependiendo de la finalidad prevista, 
purificamos M∅ por dos métodos diferentes que especificamos a continuación. 
 
2.2.2. Purificación de MØ  por adherencia 
 
Los M∅ extraídos de buffy coats para los experimentos fueron purificados por el 
siguiente método. Una vez obtenidas las CMSP, las cultivamos durante dos horas en 
DMEM a una densidad de 5 x 106 células/ml. Después de este periodo se aspiraron los 
sobrenadantes, arrastrando las células no adheridas. Las adheridas se lavaron 3 veces 
con solución tampón PBS, y se cultivaron en el mismo tipo de medio, suplementado con 
un 10 % de suero fetal bovino (SFB), comprado a Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). Se 
dejaron reposar durante 16 horas, y posteriormente, se iniciaron los tratamientos 
oportunos.  
Los cultivos se testaron con respecto a su homogeneidad, analizando la 
expresión superficial del marcador CD14 por citometría de flujo. Las células adheridas 
expresaban el marcador en un (89 ± 2.3 %) (Media ± Desviación Estándar; M ± DE). 
 
2.2.3. Cultivo de líneas celulares  
En el presente trabajo se han usado las líneas celulares listadas en la Tabla M2, 
siempre de origen humano, obtenidas todas ellas de la American Type Culture 








Tabla M2. Líneas celulares utilizadas. 





Carcinoma epitelial de cérvix
Adenocarcinoma epitelial pancreático
  37
2.3. Co-cultivos y posterior aislamiento de MØ  humanos 
 
M∅ humanos se co-cultivaron con las diferentes líneas celulares indicadas en la 
Tabla M2, a una proporción de 1:0.3 (M∅: línea celular) durante los tiempos indicados 
en las figuras correspondientes. 
 Después de las incubaciones oportunas, se recolectaron todas las células y se 
aislaron magnéticamente aquellas que expresaban el marcador CD14, como se explica 
en el epígrafe siguiente. Seguidamente, se sometió a la población celular aislada a los 
tratamientos oportunos, ya sean un nuevo cultivo, co-cultivo o extracción de material 
genético. 
 
2.3.1. Purificación magnética de MØ  después de los co-cultivos 
 
Se aislaron las células CD14+ a partir de los M∅ humanos co-cultivados o 
controles. Se utilizó el sistema de separación positiva LS-positive Separation Column 
System de Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Alemania), con un anticuerpo anti-
CD14 conjugado con “perlas” magnéticas, siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Tras el aislamiento, las células se lavaron 3 veces con PBS y se sometieron a los 
tratamientos oportunos.  
Analizamos la pureza de la población obtenida por citometría de flujo, marcando 
las células con un anticuerpo anti-CD14-APC, obteniendo una pureza de la población de  
(94 ± 3.1 %) (M ± DE)  
 
 2.3.2. Comprobación de la pureza de células CD14+ posterior al aislamiento 
  
 2.3.2. a) Proliferación de células CD14+ 
 
Después del aislamiento de células CD14+ cultivamos 2 x 106 de estas células y 
de las líneas tumorales (como control positivo) y observamos su proliferación durante 
15 días.  Cada día se despegaron las células con tripsina (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
EEUU), se hicieron diluciones en azul Tripan y se realizó el recuento microscópico de 
las células con el uso de la cámara de Neubauer.  
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2.3.2. b)  Inyección de células CD14+ 
 
 Después del aislamiento de células CD14+ inyectamos subcutáneamente en la 
pata posterior 2 x 106 / 50μl de estas células a 6 ratones inmunosuprimidos de la cepa 
Foxn1nu. Se inyectaron también células HeLa como control positivo a 5 ratones y PBS 
como control negativo a 3 ratones y los otros 2 animales no recibieron ningún 
tratamiento. Se realizó un seguimiento de 2 meses, registrándolo a través de fotos. 
 Se siguieron exactamente las normas del Comité de Bioética y Bienestar Animal 
del Instituto de Salud Carlos III (RD 1201/2005)   para todo el procedimiento realizado 
con estos ratones así como para las condiciones de su mantenimiento.  
    
2.4. Aislamiento de ARN y proteínas 
 
Después de cada uno de los tratamientos a los que se expusieron los cultivos de 
M∅ humanos, se lavaron tres veces con solución tampón PBS y extrajimos el ARN. 
Para obtener el ARN total de estas células utilizamos el reactivo TRI-Reagent de Sigma 
(San Luis, MO, EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. El ARN aislado fue 
tratado con DNAsa I libre de RNAsas de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, 
EEUU), obteniendo la muestra de ARN de partida para sintetizar ADN complementario. 
Previamente, fue cuantificado por espectrofotometría ultravioleta. 
El reactivo TRI-Reagent permite aislar de una misma muestra biológica, ARN, 
ADN y proteínas. Purificamos la fracción proteica, siguiendo las indicaciones 
proporcionadas por Sigma. Los precipitados proteicos finales, se disolvieron en una 
solución de SDS al 1 %. Finalmente, cuantificamos las proteínas obtenidas utilizando el 
kit BCA Protein Assay de Pierce (Rockford, IL, EEUU). Para los Western Blot de 
TREM-1 soluble se utilizaron sobrenadante de los cultivos celulares y se normalizó con 
la tinción de la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau. 
 
 2.4.1. Cuantificación del ARN mensajero 
 
Partiendo de 1 μg de ARN libre de ADN obtenido según el punto anterior, 
sintetizamos ADN complementario utilizando el kit First-strand cDNA synthesis de 
Roche (Palo Alto, CA, EEUU), en base a oligonucleótidos poli(T). 
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Los niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados en el presente 
trabajo, se analizaron en ese ADN complementario en reacciones de PCR cuantitativa 
(Q-PCR) en tiempo real. Para ello utilizamos el sistema LightCycler de Roche. Las 
reacciones de Q-PCR se realizaron utilizando el kit Fast-Start DNA Master SYBR 
Green system, también de Roche y los cebadores específicos detallados en la Tabla M3. 
Todos los cebadores fueron sintetizados, desalados y purificados mediante HPLC por 
Bonsai Biotech (Alcobendas, Madrid). 
Los resultados obtenidos para cada uno de los genes analizados, se normalizaron 
con respecto a la expresión del gen codificante para la β-actina. El número de copias de 
ADN complementario de cada uno de los genes de interés, se determinó usando una 
curva estándar de siete puntos específica para cada gen. Los coeficientes de correlación 
(r2) de estas curvas, para ser aceptadas como válidas fueron siempre > 0.98. Las curvas 
se realizaron en paralelo para cada reacción de Q-PCR, además de las muestras en las 
que se deseaba cuantificar la expresión. 
Para confirmar la especificidad de los productos de la reacción en cada 
experimento, se analizaron los perfiles de “melting” o desnaturalización de cada grupo 
de muestras, utilizando el LightCycler. Estos perfiles se determinaron manteniendo la 
reacción a 80 ºC durante 10 segundos y entonces, calentando hasta 95 ºC a una tasa de 
calentamiento de 0.1 ºC / segundo. A lo largo de este proceso, se medía la fluorescencia 
emitida de manera continua. Este análisis demostraba que para cada par de cebadores, el 
producto de la amplificación era un único amplicón. 
Al finalizar cada reacción de Q-PCR, los productos de la amplificación se 
separaron por electroforesis en geles de agarosa, tiñéndolos con bromuro de etidio (0.5 
μg/ml) y observándolos por transiluminación ultravioleta. En todos los casos se verificó 

































Tabla M3. Secuencia de cebadores utilizados y sus respectivas temperaturas de 
hibridación, en Q-PCR. 
 
2.5. Ensayos de Microarrays 
 
 2.5.1. Amplificación y marcaje de ARN  
 
 Seguimos el protocolo de Agilent Technologies (One-Color Microarray-Based 
Gene Expression Analysis Protocol, Palo Alto, CA, EEUU) para la amplificación del 
ARN marcado. De manera resumida, 200-700 ng de ARN fue transcrito utilizando el 























































Hibridación (ºC)Cebador Antisentido (5’ → 3’)Cebador Sentido (5’ → 3’)Gen
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utilizando la T7 ARN polimerasa, que amplifica el material diana e incorpora el marcaje 
de cianina 3-CTP (Cy3). 
 
 2.5.2. Protocolo de Hibridación, lavado, scan y análisis de imágenes.  
  
 Hibridamos las muestras al Whole Human Genome Microarray 4 x 44K 
(G4112F, Agilent Technologies). Se hibridó 1,65μg de aARN marcado con Cy3 durante 
17 horas / 65ºC / 10 rpm en una concentración final de 1X en solución tampón GEx 
Hybridization Buffer HI-RPM, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (One-
Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol). 
 Los arrays se lavaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (One-Color 
Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol). Posteriormente secamos los 
arrays por centrifugación. 
 Los arrays se escanearon en el Microarrays Scanner (G2565BA, Agilent 
Technologies) utilizando los parámetros por defecto para el formato de 4 X 44K para 
arrays de un color. Los análisis de las imágenes se hicieron utilizando el software 
Feature Extraction, versión 9.5.3.1 (Agilent Technologies). 
 
 2.5.3. Análisis estadísticos de los microarrays. 
 
 Los archivos obtenidos de Feature Extration fueron importados al software 
GeneSpring® GX versión 9.0. (Agilent Technologies). Se hizo la normalización cuantil 
y el valor de expresión se obtuvo para cada sonda (transformado a log2). Las sondas 
también fueron caracterizadas como Presente o Marginal en 75% (a través del 
GeneSpring®) de las muestras en los ocho experimentos (dos por línea tumoral) y se les 
seleccionaron para los análisis posteriores (22726 sondas). 
 Los valores de expresión fueron calculados según la proporción entre MØ de 
cada experimento y las muestras. 
 Para los análisis posteriores se utilizaron dos softwares; el GEDI  (Gene 
Expression Dynamics Inspector) y el Ingenuity (Ingenuity Systems®, 
www.ingenuity.com).  
 El GEDI es un software que se basa en la organización de clusters por SOM (del 
inglés Self Organizing Maps). Cada grupo de K genes fue estructurado en clusters N x 
M basados en la similitud de expresión de muestras pertenecientes a condiciones 
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experimentales distintas. Estos grupos de K genes fueron, entonces, colocados en sitios 
cercanos entre ellos dentro de los mapas GEDI. Este software es capaz de organizar las 
muestras en mosaicos bidimensionales de tamaño N x M, donde cada cuadrado de color 
(píxel) corresponde al valor del centraloide de cada cluster, en una muestra particular. 
De esta manera, se organizaron mapas del transcriptoma de cada condición 
experimental que nos posibilitó una visión global del movimiento de los genes llamado 
“global análisis” (76, 77).  
 Adicionalmente, los genes que presentaron valores de expresión (calculados 
como descrito anteriormente) con un patrón particular fueron analizados funcionalmente 
por el software Ingenuity a través de la selección de clusters de interés, llamado “gene-
centered analysis”.   
  
2.6. Análisis por Western Blot 
 
Las proteínas obtenidas (ver punto 2.4) se desnaturalizaron por calentamiento a 
95 ºC durante 5 minutos en solución tampón Laemmli. Posteriormente se separaron por 
electroforesis en geles al 12 % de SDS-poliacrilamida, en tampón Tris-glicina-SDS (25 
mM Tris-HCl, 250 mM glicina, 0.1 % SDS). Al finalizar la separación, transferimos las 
proteínas a membranas Immun-Blot PVDF de Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU), 
aplicando una corriente eléctrica de 300 mA durante 1 hora y media a 4 ºC.  
A partir de este punto, todos los procesos se realizaron en agitación. Las 
membranas se bloquearon durante una hora con 5% de leche desnatada disuelta en 
solución tampón TTBS (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.2 % Tween 20), lavándolas 
posteriormente tres veces con la misma solución. Después de los lavados, las 
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios oportunos (anti-IRAK-M, anti-
TNFα, anti-TREM-1 y anti-β-Actina), diluidos según las indicaciones del fabricante, en 
TTBS durante 16 horas a 4 ºC. Después de tres nuevos lavados con TTBS, las 
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes, conjugados 
con peroxidasa, durante 45 minutos, de nuevo en TTBS. Posteriormente, se lavaron las 
membranas tres veces con la misma solución. 
Finalmente, detectamos los anticuerpos unidos utilizando el reactivo 
quimioluminiscente ECL Plus de Amersham Bioscience (Piscataway, NJ, EEUU), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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2.7. Ensayo de Fagocitosis 
  
 El ensayo de fagocitosis se hizo siguiendo el protocolo de Gosain, et al, 2007,  
con pocas modificacione (78). Bacterias E.coli DH5α que expresan GFP (del inglés 
Green Fluorescence Protein) inducido por IPTG clonado en el plásmido pGT (obtenido 
a través del Dr. Steven Lindow, Universidad de California, Berkeley) crecieron en 
medio LB con ampicilina (50g/ml) e IPTG (1mM) en un incubador con agitación a 
37°C durante toda la noche. Al día siguiente, las bacterias se centrifugaron (1850xg, 10 
minutos) y lavadas con PBS tres veces. El cultivo se resuspendió en PBS hasta llegar a 
una densidad óptica de 1,3 – 1,5, a 665 nm de longitud de onda (≅ 108 bacterias/ml). Las 
bacterias fueron mantenidas en la oscuridad a 4ºC (si no es así cabe pensar que si tardas 
mucho en utilizarlas sigan creciendo) hasta su uso para el ensayo de fagocitosis. 
 Se sembraron placas que contenían una densidad de 1x106 de MØ humanos 
(CD14+ obtenidos de los co-cultivos, ver punto 2.3.), previamente sometidas al 
tratamiento correspondiente, se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente se 
incubaron con 100 μl de la suspensión de bacterias 1 hora / 37°C en oscuridad. Después 
se paró el proceso de fagocitosis añadiéndose 1 ml de PBS frío. A continuación los MØ 
se lavaron dos veces con PBS frío y fueron expuestos a 1mg/ml de lisozima en PBS a 
temperatura ambiente durante 30 minutos enagitación para eliminar del medio las 
bacterias no fagocitadas. Seguidamente las células adheridas fueron lavadas dos veces 
con PBS frío y analizadas por citometría de flujo o microscopia fluorescente. En 
citometría de flujo la intensidad de GFP fue medida definiendo la población de células 
CD14+. Las células utilizadas para microscopia fueron montadas en preparaciónes en 
porta objetos en solución antifade de Vector Laboratorios (Burlingame, CA, EEUU) y 
analizadas en microscopio de fluorescencia DMI6000 B (Leica Microsystems; Wetzlar, 
Alemania).      
 
2.8. Ensayo de proliferación de Linfocitos 
 
 Hicimos un ensayo aloinmune de proliferación de linfocitos, para comprobar la 
capacidad presentadora de antígenos de los MØ (79, 80). Linfocitos heterólogos 
humanos, considerados una población celular no adherente en nuestro protocolo de 
aislamiento de MØ, se marcaron con la tinción PKH2 (Green Fluorescence Cell Linker 
Kit, Sigma). Posterior a cada co-cultivo y aislamiento de células CD14+ los linfocitos 
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teñidos fueron añadidos a las placas de cultivo de los MØ en la proporción 1:5 (MØ : 
LØ). Después de tres días, las células no adheridas fueron recolectadas, marcadas con 
anti-CD3-PE y adquiridas por citometría de flujo. La proliferación de linfocitos fue 
medida según la pérdida de la tinción verde PKH2 para las células CD3+; para estos 
análisis, los cultivos de linfocitos solos fueron utilizados como control.  
 Como se indica en la figura de Resultados, después de volver a sembrar las 
células CD14+ que habían sido co-cultivadas con células tumorales, se les trató a estos 
MØ con 5μg anticuerpo bloqueante anti-HLA-DR (Becton Dickinson, San Jose, CA, 
EEUU) durante 2 horas en incubador a 37°C, en las condiciones de cultivo. Después, se 
lavó estas células adheridas a placa con PBS y se prosiguió con el mismo protocolo de 
ensayo de proliferación de linfocitos citado anteriormente en este punto.  
 
2.9. Análisis estadísticos 
 
 El número de réplicas para cada uno de los experimentos realizados fue de tres 
en los casos de análisis de expresión transcripcional, de análisis de expresión proteica o 
de los ensayos de proliferación de linfocitos y fagocitosis. Para cada experimento donde 
analizamos la expresión de diversos genes por Q-PCR, Western Blot y citometría de 
flujo partíamos de los datos arrojados por las tres réplicas para calcular las medias y 
desviaciones estándar. Con estos parámetros, aplicando el estadístico T de Student, 
consideramos una significación estadística en las diferencias de expresión observadas, 
para valores de p<0.05. Esta significación se indica en las figuras con (*). 
En los casos de experimentos en base a la técnica de Western blot, se muestra el 
resultado de uno de los dos geles realizados por experimento, considerado como 










































































































3.1. Validación del modelo de TT1 in vitro 
 
 Como ya ha sido demostrado por varios autores (20, 47, 63, 81), los MØ 
infiltrados en los tumores pierden su actividad antitumoral en comparación con aquellos 
que se enfrentan por primera vez a una célula cancerígena. Estos estudios confirman que 
la pérdida de la actividad antitumoral se ve reflejada, entre otros aspectos, en la bajada 
de la producción de TNFα (19, 63) y otras citocinas (22, 74) responsables de inducir la 
respuesta inflamatoria y de activar el sistema inmune adaptativo (Figura R1A). Sin 
embargo, existen estudios donde no se ha observado una regulación negativa de la   
expresión de TNFα por MØ enfrentados a tumores (19, 74). Discutiremos seguidamente 
algunas variaciones en la expresión de citocinas por MØ infiltrados en tumores. Estas 
variaciones tienen una importancia crucial para el estudio de la respuesta inmune frente 
a tumores, y pueden depender del microambiente tumoral o del modelo empleado para 
estudiarlo.  
 Previamente, en nuestro laboratorio se desarrolló un modelo a partir de los datos 
publicados por Zembala, et al. (63) que simula in vitro la generación de los TT (19). En 
este modelo, se observó que el MØ enfrentado a la línea de carcinoma epidérmico A431 
presenta un aumento en la expresión de TNFα; situación que se revierte cuando el MØ 
se vuelve a enfrentar a la célula tumoral (Figura R1B). Estos datos sugieren que un 
segundo contacto con la célula tumoral, el cuál simula la infiltración del MØ al tumor, 
hace que el TT pierda la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria (Figura R1A y 
B). 
Tomaremos estos datos como base de partida para analizar, con más detalle, el 
perfil de estas células utilizando un modelo in vitro de generación de los TT, 




     
                                                 
1 En lo sucesivo utilizaremos: T para designar a los MØ de activación clásica o M1y TT para nombrar a 
los MØ de activación alternativa o M2.  De acuerdo con la nomenclatura que nos indica una (T) o dos 

















Figura R1. Validación del modelo TT in vitro 
(A) Representación gráfica del MØ enfrentado al tumor. Los MØ activan una 
respuesta inflamatoria frente a las células tumorales, la cuál desaparece en un 
segundo encuentro con el tumor. (B) Expresión de TNFα en el modelo de generación 
de TT. MØ humanos se co-cultivaron con fibroblastos, células A431 o se dejaron en 
medio durante 6 horas. En ese momento se aislaron magnéticamente las células 
CD14+, se lavaron 3 veces con PBS y se volvieron a cultivar en medio o se co-
cultivaron con células A431. A los tiempos indicados se aislaron nuevamene las  
células CD14+, se obtuvo el  ARN total de ellas y por Q-PCR valoramos la expresión 
de TNFα y 18S, analizando la relación TNFα  / 18S (Datos ya publicados,  del 
Fresno, et al, 2005).  
 
De esta manera, en el modelo utilizado en el presente trabajo se expusieron los 
MØ aislados de sangre periférica a diferentes líneas tumorales. Como se expone en 
Material y Métodos (M & M), las líneas tumorales utilizadas fueron: A431, HeLa, 
BXPC3 y SKBR3 (Ver especificaciones en M & M). Quisimos utilizar líneas tumorales 
de orígenes distintos, intentando que fuera lo más representativo posible dentro de la 
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de dichas líneas tumorales fue el tipo de cáncer que las originó, y si las mismas 
provinieron de un tumor primario o metastático.  
En este modelo se utilizaron dos tipos de “estímulos”  denominados  T y TT. En 
el estímulo proinflamatorio (o T) los MØ se co-cultivan con las células tumorales 
durante 3, 6 o 24 horas en la proporción 1:0,3 (MØ; células tumorales), luego se 
aislaron magnéticamente las células CD14+, las cuales fueron utilizadas en análisis de 
expresión génica por microarrays de ARNm   (ver Tabla R1 y Figura R2). En cambio, 
en el modelo TT el primer encuentro con el tumor se simuló con un co-cultivo de MØ y 
células tumorales durante 6 horas (en la misma proporción que en T). Luego, los MØ 
CD14+ se aislaron magnéticamente; y una vez lavados se volvieron a co-cultivar con el 
mismo tipo de célula tumoral durante 3, 6 o 24 horas. Posteriormente a estos tiempos, 
volvimos a aislar los MØ de la misma manera y efectuamos los análisis de expresión 
génica por microarrays de ARNm (Tabla R1 y Figura R2).   
 En base a esto, se generan dos condiciones experimentales básicas y dos 
controles de cada uno de los experimentos (ver Tabla R1): 
a) Control MØ: son los monocitos que no reciben estímulos, es el control de la 
actividad basal. 
b) Control Tumoral: Células tumorales sin recibir ningún estímulo. Este control 
nos permite comparar el perfil de los T y TT con el de las células tumorales.  
c) Tratamiento (T): Simulación del encuentro inicial del MØ con el tumor. 
Aquí se pretende inducir el perfil inflamatorio de los MØ enfrentándoles con 
la célula tumoral una vez, durante 3, 6 o 24 horas. 
d) Tratamiento (TT): Simulación de la infiltración del MØ en el tumor. Después 
del primer contacto con la célula tumoral durante 6 horas, los MØ CD14+ 
son aislados, lavados y se les vuelve a enfrentar a las células tumorales (3, 6 
o 24 horas). Con el segundo estímulo, se inducen las características que 






Tabla R1. Estructura del modelo T / TT. 
+línea tumoral3x PBS+línea tumoralTT
+línea tumoral3x PBS-medioT
+medio3x PBS-medio∅
Separación (CD14+)ExposiciónLavadoSeparación (CD14+)Pre- exposiciónCondición
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En todos los casos la pureza de los MØ fue comprobada por citometría de flujo, 




















Figura R2. Representación esquemática del diseño experimental.  
MØ humanos se co-cultivaron con las líneas tumorales A431, HeLa, BXPC3 o SKBR3 
en la proporción 1:0,3 (MØ:célula tumoral) durante los tiempos indicados. Después 
del co-cultivo los MØ CD14+ fueron aislados y analizados mediante microarrays (T). 
En TT, el asilamiento de células CD14+ (a las 6 horas del estímulo), fue seguida del 
co-cultivo en los mismos tiempos que en T. Luego se volvió a aislar los MØ CD14+ 
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Figura R3. Representación esquemática del aislamiento de MØ tras los tratamientos 
T y TT y comprobación de su pureza.  
La pureza de los MØ CD14+ se comprobó por citometria de flujo utilizando un 
anticuerpo específico para la molécula de superficie. Se hizo la comprobación a todos 
los experimentos, incluso a los MØ controles. Se muestran dos histogramas típicos. 
 
Una vez comprobada la pureza de los MØ CD14+, se procedió a la validación de 
nuestro modelo a través de análisis preliminares de expresión de genes de interés. En la 
figura R4A se puede apreciar que después de los estímulos de 6 horas, los MØ 
presentan una disminución en la expresión de TNFα cuando son enfrentados a todas la 
líneas tumorales utilizadas en este estudio. Esta disminución es menos evidente en el 
caso del enfrentamiento con las células HeLa aunque estadísticamente significativa. 
 Como los TT están caracterizados por su baja expresión de citocinas pro-
inflamatorias y/o inductoras de la activación de linfocitos, como IL-12 e IL-23 (62, 63, 
74) decidimos comprobar si en nuestro modelo se reproducía este perfil. Constatamos 
que los TT (6 horas), presentaban una disminución de la expresión de IL-12p40 e IL-
23p19, en comparación con los T (Figura R4 B y C).  
Una vez caracterizados los T y TT, en cuanto a la expresión de las citocinas más 
comunes en este tipo de estudio (20, 69, 81), procedimos a verificar los cambios en sus 
perfiles génicos en función del tiempo. Para ello hicimos experimentos como lo 
indicamos en la tabla R1, en un principio sólamente con células HeLa. En la figura R4D 
MØs
Co-cultivo MØ + T (6 horas)
Separación de MØs-CD14+Sin separación de MØs-CD14+
CD14-FITC CD14-FITC
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se puede apreciar que tanto los T como en el TT presentan una expresión máxima de 
TNFα a las 6 horas. Sin embargo, los TT tienen niveles de esta molécula 
significativamente inferiores comparados a los T (3 veces menos). A las 24 horas los T 
y TT, vuelven a restaurar la expresión basal de TNFα (Figura R4D). 
 Teniendo en cuenta el interés que supone confirmar los cambios graduales que 
sufren los MØ en función del co-cultivo y el tiempo de exposición a las células 
tumorales, elegimos este modelo experimental como el mejor para estudiar el perfil 


















Figura R4. Expresión de citocinas pro-inflamatorias a nivel transcripcional. 
MØ humanos se co-cultivaron una (T) o dos veces (TT) con las líneas tumorales 
indicadas, durante 6 horas. Se aislaron las células CD14+, se aisló el ARN total y por 
Q-PCR a tiempo real, valoramos la expresión de (A) TNFα, (B) IL-12p40, (C) IL-
23p19. Analizamos la relación gen / β-actina. n=3, (*) p<0,05 de TT con respecto a 
T.) En (D) se analizó la expresión de TNFα en función del tiempo en los T y TT co-
cultivamos con la línea celular HeLa. Se analizó la relación TNFα / β-actina, n=3. (*) 
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3.2. Perfil transcripcional de MØ humanos enfrentados a células tumorales 
 
 Una vez establecido el modelo T/TT y comprobadas sus diferencias de expresión 
en cuanto a TNFα, IL12p40 e IL23p19 por Q-PCR a tiempo real, se hicieron los análisis 
de microarray de ADNc a las células sometidas en todas las condiciones experimentales 
descritas en el punto anterior. Todos los resultados de los microarrays se basaron en la 
comparación de la expresión de los MØ controles con la de los T, TT y líneas 
tumorales. Consideramos la expresión de aquellos genes que presentan un cambio ±2 
veces respecto a la expresión de los MØ controles.  
La figura R5 muestra el modelo del mapa obtenido por el software GEDI (del 
inglés Gene Expresión Dynamic Inspector) que se origina de los ensayos de 
microarrays. Este software es capaz de organizar las muestras en mosaicos 
bidimensionales, donde cada cuadrado de color (píxel) corresponde al valor del 
centraloide de cada cluster, en una muestra particular. De esta manera, lo que se ve en la 
Figura R5 son mapas del transcriptoma de cada condición experimental que nos genera 
una visión global del “movimiento” de los genes (77), entendiendo por “movimiento” 
cambio de expresión. Es importante en un estudio como este obtener la visión global del 
“movimiento” de los genes, ya que son muchos los que cambian su expresión en 
nuestros análisis de microarrays, de esta manera los mapas GEDI nos facilitaron el 
análisis. El gradiente de colores del GEDI está representado en la figura R5. Los tonos 
más intensos corresponden a los cambios en la expresión con respecto al control. En 
este sentido, el color rojo significa aumento y el azul una disminución en la expresión 
de determinado gen. Dentro de este espectro, los colores menos intensos significan que 
el gen en cuestión no presenta cambios de expresión, con respecto al control. En la 
figura R6 se pueden apreciar los análisis hechos a través del programa de GEDI que, 
como comentamos anteriormente, nos permite tener una visión global del transcriptoma 
de T y TT.   
 Lo primero que se puede valorar, es que hay un “movimiento” de genes muy 
similar en las distintas muestras de T y TT, aún cuando se utilizan diferentes tipos de 
líneas tumorales. Además, las réplicas de cada ensayo muestran patrones muy similares, 
indicando la consistencia de nuestros datos. De esta forma, se pueden distinguir clusters 
en los que existe una diferencia de expresión entre los T o TT (Figura R6). 
Sorprendentemente, en todos los experimentos los TT a las 24 horas empiezan a 
tener el perfil similar al de las células tumorales utilizadas (Figura R6, comparar los 
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mapas GEDI de TT 24 horas con las respectivas líneas tumorales). Esto indica que por 
alguna razón que todavía desconocemos, los MØ que se infiltran en tumores empiezan a 











Figura R5. Modelo del mapa GEDI.  
En el gradiente de tonos más intensos corresponden a los cambios de expresión, y los 
menos intensos significan que no hubo cambio en la expresión, comparado con la 
muestra considerada como control (M∅). El rojo corresponde a un aumento en la 




Para descartar que la similitud observada entre los perfiles de las líneas 
tumorales y TT (24 horas) pudiera ser alguna contaminación de células tumorales en el 
aislamiento de las células CD14+, tras el segundo co-cultivo; volvimos a sembrar la 
fracción positiva del aislamiento (células CD14+) y la fracción negativa (las células 
tumorales) después de la separación, y estudiamos  su proliferación en el tiempo (Figura 
R7A). Por otra parte, inyectamos subcutáneamente una alícuota de los CD14+ del 
ensayo anterior y de células HeLa (2x106) en ratones inmunosuprimidos (cepa 
Foxn1nu) e hicimos un seguimiento de estos animales para ver el posible desarrollo de 






















Figura R6. Mapas GEDI del transcriptoma obtenidos de los análisis de microarrays. 
Los MØ CD14+ se aislaron después de someterse a las condiciones experimentales T 
y TT. Luego se les aisló el ARN total para los análisis de microarrays (Material y 
Métodos). La figura muestra la representación gráfica de los experimentos hechos 
con todas las líneas tumorales. Los niveles de expresión de cada muestra fueron 
normalizados según los resultados de microarrays de los MØ controles (ver Material 
y Métodos). Cada “mosaico” es un mapa GEDI correspondiente a las muestras de T, 
TT o a las líneas tumorales. Los mapas GEDI de cada experimento llevan al lado su 
réplica experimental, para su comparación visual. Estos son los resultados de dos 
experimentos hechos con cada línea tumoral, n=2.     
 
La gráfica de la figura R7A corresponde a la proliferación celular in vitro en 
escala temporal. Es considerado “tiempo cero” el día que se sembraron las células 
(2x106 por placa). Se puede apreciar que los MØ, que fueron aislados después de 
sometidos a la condición experimental TT (24 horas), no tienen capacidad proliferativa 
al contrario de las células tumorales que muestran dicha capacidad durante los 14 días 
de cultivo (Figura R7A). En el caso de la comprobación a través de los ensayos in vivo, 
los ratones no desarrollaron tumores cuando se les inyectó los MØ CD14+ (TT 24 
TT                  T                 TT                T
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SKBR3 SKBR3
réplica
TT                  T                 TT                T
BXPC3 BXPC3
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horas), incluso después de 2 meses de la inyección (Figura R7B). Contrastando con lo 
observado cuando se les inyectan células HeLa. Estos datos demuestran que el 
aislamiento de MØ es eficiente y que no contiene contaminación de células tumorales, 
corroborando los resultados de citometría de flujo (Figura 3).  
Después de la comprobación de la pureza de los TT 24, llevamos a cabo los 















Figura R7. Pureza del aislamiento de MØ CD14+ in vivo e in vitro. 
(A) Ensayo in vitro de proliferación celular en función del tiempo (d, días). Se 
cultivaron MØ y líneas tumorales utilizados en todos los experimentos (2 x 106 
células / placa). MØ CD14+ se aislaron después de someterse a la condición 
experimental TT (24 horas). También se cultivaron MØ controles. (B) Inyección 
subcutánea de células (2 x 106) en ratones inmunosuprimidos. Se inyectó a los ratones 
células tumorales HeLas y MØ CD14+ aislados después de someterse a la condición 
experimental TT (24horas).  El crecimiento del tumor fue seguido durante 2 meses de 
la inyección de las células. La foto es representativa de los experimentos de inyección 
hechos (n=16) y muestra el crecimiento del tumor de ratones inyectados con células 


















































3.2.1 Clusters diferenciales entre T y TT obtenidos de los ensayos de 
Microarrays 
 
Considerando el patrón de expresión mostrado por los mapas GEDI (Figura R6) 
elegimos los clusters más importantes para nuestro estudio. El criterio utilizado fue 
encontrar aquellos clusters que presentaban mayores diferencias de expresión entre T y 
TT. La figura R8 muestra los cuatro clusters seleccionados. A partir de entonces 
estudiamos el perfil que se generó en cada uno de estos clusters para posteriormente 
elegir los genes que mejor pudieran caracterizar a los T y TT. Como hemos mencionado 
anteriormente, se puede observar que hay una gran similitud entre los mapas GEDI de 
los experimentos realizados, con independencia de la línea tumoral empleada (Figura 
R6, comparar el perfil general entre los distintos experimentos). 
 
Cada uno de los cuatro clusters seleccionados (Figura R8) nos arrojó una lista de 
aproximadamente mil genes que presentan cambios de expresión en T, TT y en las 
células tumorales comparado con los MØ. Estos genes están agrupados y graficados en 
la figura R9 según su función biológica obtenido de la base de datos de Ingenuity 
(Ingenuity Systems®, www.ingenuity.com ver M & M). Como se puede observar en la 
figura R8, los clusters presentan un patrón general de expresión (sobre expresión y 
represión), pero puede abarcar algún gen que salga de este patrón (ver flechas en el 























Figura R8. Representación esquemática de los clusters seleccionados para los 
análisis del perfil de  T y TT. Cada cluster tiene una tendencia general (sobre 
expresión o represión), sin embargo, algunos engloban genes que no siguen el 
comportamiento mayoritario (ver flechas). 
 
El cluster I engloba genes que aumentan su expresión con el tiempo, y que 
alcanzan los mayores niveles en el punto experimental TT 24 horas (Figura R8). Según 
el gráfico circular, correspondiente a este cluster, un 61,3% de los genes están 
implicados en la generación y/o progresión del cáncer, 15,77% son responsables de la 
respuesta inmune, 4% de muerte celular y 3,55% de crecimiento celular (Figura R9).  
De la misma manera, el gráfico correspondiente al cluster II (Figura R9), 
presenta la sobre expresión de un 47% de genes responsables de procesos tumorales y 
como en el cluster I, los TT (24 horas) son el punto de máxima expresión de estos genes 
(Figura R8). Además, en el cluster II, hay un 19% de genes responsables del 
funcionamiento del ciclo celular y 1,05% de organización celular.  
Por su parte, el cluster III agrupa los genes que tienen su expresión disminuida 
con el tiempo, y los niveles más bajos también están en el punto TT 24 horas (Figura 
R8). Los genes más representados son los de las siguientes funciones biológicas: 
proliferación de leucocitos (8%), diferenciación de macrófagos (0,3%) y de linfocitos B 
y T (0,89%), respuesta inflamatoria (1,47%), activación de leucocitos (5%), respuesta 
inmune y marcadores de leucocitos (4%), migración celular (12%), fagocitosis (1,45%), 
procesamiento antigénico (0,2%), proliferación de leucocitos (8,38%), procesos 
inmunológicos (1,77%) (Figura R9). 
Finalmente, el cluster IV es el que agrupa una sobre expresión, principalmente 
en el tratamiento T, y que se va igualando a los MØ controles con el tiempo (Figura R8, 
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biológicas muy diversas, desde los que tienen funciones moleculares, genéticas y 
epigenéticas hasta los responsables del mantenimiento celular y de procesos 
cancerígenos. Entre ellos están los de síntesis (1,19%)  y procesamiento (9,6%) de 
ARN, metilación de ADN (3,6%), depleción (1,19%), translocación (1,8%), síntesis de 
proteínas (10%), maduración de células mieloides (3%), apoptosis (6,58%)  y 
endocitosis (10,17%) o fagocitosis (1,2%). Están también genes responsables de 
neoplasia (1,19%), mutagénesis (1,8%), mantenimiento y función celular (1,8%) 




















Figura R9. Gráficas circulares de función biológica  de cada cluster seleccionado 
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Una de las visiones globales, que nos dan nuestros resultados de microarrays 
representados en los mapas GEDI y en las gráficas de función biológica de Ingenuity, es 
que los TT experimentan una reprogramación genética con el tiempo que les asemeja a 
las células tumorales. Se puede apreciar que los TT presentan aumento de expresión 
fundamentalmente de genes que tienen como función biológica el desarrollo de 
procesos cancerígenos. Por otro lado, estas mismas células presentan disminución de 
expresión de genes que desempeñan actividades inmunológicas típicas de MØ activados 
(comparar figuras R8 y R9).  
 
Después de obtener esta visión global pasamos a analizar cuáles son los genes 
presentes en los clusters. Con este objetivo hicimos una selección de genes 
pertenecientes a cada cluster en base a su función biológica (Tabla R2), según los 
análisis de las gráficas de la figura R9 y que tuvieran implicación en la respuesta 
inmune o en el desarrollo tumoral. Prestamos mayor atención aquellos responsables de 
activar o bloquear la respuesta innata e inflamatoria por ser el objeto de este estudio 
(Tabla R2, genes destacados).  
 
En este sentido, los genes que están destacados en la Tabla R2 son aquellos que 
elegimos para comprobar su expresión, ya que es objetivo de este trabajo estudiar los 
cambios en la respuesta inmune que sufren los MØ enfrentados al tumor. Se puede 
apreciar que una gran  mayoría de genes elegidos pertenecen al  cluster III, debido a su 
implicación en la presentación antigénica y la importancia que tiene este evento en el 
fenómeno que estamos estudiando. Por otra parte, comprobamos los genes más 































Tabla R2. Genes considerados más importantes en los Clusters I, II, III y IV. 
Señalamos aquellos que serán objeto de estudio en nuestro trabajo. 
 
3.3. Análisis transcripcional de los genes regulados en los microarrays: Validación 
de la técnica por Q-PCR 
 
 Comentábamos en el epígrafe anterior que seleccionamos los clusters 
considerando como criterio las diferencias “visuales” (de los mapas GEDI) entre los T y 
TT. Seguidamente, agrupamos algunos genes de interés según su función biológica 
(Figura R9, Tabla R2). De esta forma, estudiamos los genes pertenecientes a cada 
cluster y seleccionamos algunos para las comprobaciones a nivel de ARNm y proteína.  
 A partir del presente epígrafe, presentaremos los niveles de expresión de estos 
genes de interés sin seguir el orden que establecimos en la tabla R2. En cambio, 
agrupamos  los genes según la función que desempeñan en la respuesta inflamatoria de 
MØ enfrentados a tumores, teniendo este criterio más sentido para nuestro trabajo. Por 
CD14, CD163, CD64, CD68, CD80, CD86, CDKN1A, CDKN1C, CDKN2B, 
CIITA, CXCL10, CXCL11, CXCL16, CXCL9, CXCR3, CXCR4, HLA-DM, 
HLA-DMβ, HLA-DOα, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQβ1, 
HLA-DRα, HLA-DRβ1, HLA-DRβ3, HLA-DRβ4, HLA-DRβ5, IFNAR1, 
IFNAR2, IFNGR1, IFNGR2, IL10RA, IL10RB, IL1R2, IL1RN, IL2RB, 
IL2RG, IL3RA, IL6R, IL7, IL-23, IRAK-M, IRF1, IRF2, IRF4, IRF5, IRF7, 
IRF8, IRF9, JAK1, JAK2, JAK3, LTB MAPK7, MARCO, MYD88, STAT1, 
STAT2, STAT5A, TAP1, TLR1, TLR2, TLR4, NFATC1, RELB, TRAF3, 
TRAF3IP3
CD248, CD63, CD7, IKBKB, IL1F10, IL28A, JAK1, MAP3K7IP2, MMP9, 
CSF-1, IRAK-1, TGFβ, STAT3, CCL2
IV
III
ATP1A1, ATP1A3, ATP1A4, ATP1B1, ATP2A2, CD59, CDK3, CDK4, 
CDK6, CDK7, HSP90AA2, HSP90AB1, HYOU1, LAMA4, METAP2, MT1E, 
MT2A, PA2G4, PAPSS2, PRCC, PRMT1, PTGES, PTPN11, RARG, RAS, 
RPL5, RPL23, RPS2, SEC61G, SLC19A2, SMAD3, SMC4, STIP1, STK35, 
TERT, TES, TPI1, TPT1, TUBA1C, TUBA3C, TUBA4A, TUBB, TUBB3, 
TUBB2A, TUBB2C, VEGFA, XRCC6, YWHAE, PDGFA, PDGFB, IL-6, IL-
10, CCL18
II
IL-12, LIF, MIF, MKNK2, MTA1, MTA3, NFKBIL2, NKRF, NOS2, 
BCL2A1, CCL23, CCL3L3, CCL5, CCR7, CD40, CD44, CD70, CXCL1, 
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, HLA-A, HLA-C, IL10, IL1A, IL1B, 
IL1R1, IL2RA IL2RB, IL7R,  IL8, IRAK2, HLA-G, MAP2K3, MAP3K5, 
MAP3K8, MAP4K4, MAPK13, MAPK6, MICA, MICB, NFKB1, NFKB2, 




lo tanto, primero veremos los genes pro-inflamatorios, luego los antiinflamatorios y 
terminaremos exponiendo un importante mecanismo de supresión de la respuesta 
inmunológica observado en los TT. A parte de seleccionar los genes implicados en la 
respuesta inmunológica a tumores, también comprobamos aquellos utilizados en 
diversos estudios de caracterización de los TT (20, 69, 74). No obstante, en estos 
estudios se utilizaron MØ de ratón o de pacientes, sin hacer una comparación entre T y 
TT. Como nuestro modelo nos permite hacerlo propusimos en el presente estudio 
realizar una comparación más detallada entre T y TT. Por ello y para validar los 
microarrays comprobamos la expresión de genes por Q-PCR a tiempo real. 
Posteriormente  se analizaron los genes de mayor interés a nivel proteico. Cabe destacar 
que los datos obtenidos del análisis de microarrays son inabarcables en un solo trabajo y 
será objetivo de futuros estudios. 
El primer grupo de genes analizados fue el de los activadores de la respuesta 
inflamatoria, algunos de los cuales son expresados por los MØ activados clásicamente 
(M1 o T) (22). En la figura R10 se puede apreciar que en todos los experimentos, los T 
presentan inducción de la expresión de TNFα (cluster I) en comparación con los TT o 
con los MØ controles. En la mayoría de los casos, el punto de máxima expresión de esta 
molécula inflamatoria es a las 6 horas (excepto en el caso del experimento con SKBR3 
que es a las 3 horas). El estímulo TT también puede producir sobre expresión de TNFα 
en comparación con los MØ, pero casi siempre producen menos TNFα que los T. 
La figura R11 muestra la expresión de IL-12p40 (Cluster I), una citocina 
activadora de la respuesta adaptativa e inductora de la respuesta inflamatoria, que suele 
ser producida por los M1 (20). Como se puede apreciar en todos los casos, el segundo 
contacto con la célula tumoral hace que los TT bajen su expresión de IL-12p40 
comparado con los T. Otra citocina proinflamatoria que comprobamos fue IL-23p19 
(Cluster III), la cual presenta una expresión similar a IL-12p40 (Figura R12); los TT 
tienen baja la expresión de esta citocina inflamatoria, comparado con los T, excepto en 
el caso del experimento con la línea celular BXPC3 en TT (24 horas). Así, la visión 
general es que los TT  presentan una disminución en la expresión tanto de IL-12p40 
























Figura R10. Expresión de TNFα a nivel transcripcional   
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Por Q-PCR 
valoramos la expresión de TNFα y β-actina en función del tiempo. Analizamos la 
relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT (3ªs barras). 
Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, según lo 
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Figura R11. Expresión de IL-12p40 a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de IL-12p40  y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
según lo indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
En el caso de la citocina pro-inflamatoria IL-6 (Cluster II), tanto los T como los 
TT sobre expresión dicha citocina (Figura R13). A pesar de parecer contradictorio, este 
fenómeno ya había sido publicado en algunos estudios con TT humanos que confirman 
que esta citocina, a pesar de ser conocida por su actividad pro-inflamatoria, puede 
colaborar con la progresión tumoral (69, 74). A tenor de este resultado, decidimos 
estudiar la citocina LIF (del inglés Leukemia Inhibitory Factor) que es 
inmunomoduladora y comparte el receptor con IL-6 (82). LIF que nos aparece en  el 















1ª exposición     - - +          - - +           - - +















1ª exposición     - - +          - - +           - - +
2ª exposición     - +   +          - +  +           - +  +
A431 HeLa
1ª exposición     - - +          - - +           - - +















1ª exposición     - - +          - - +           - - +








































































































también en T (Figura R14). En un estudio anterior se describió que LIF soluble, 
presente en el microambiente tumoral, puede ser uno de los responsables de la 
manifestación del perfil inmunosupresor de los MØ una vez infiltrados en el tumor (69). 
Nuestros resultados muestran que esta molécula presenta sobre expresión en T y TT 
desde los puntos experimentales más tempranos y puede significar que LIF induce en 




















Figura R12. Expresión de IL-23p19 a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de IL-23p19  y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 

















1ª exposición     - - +          - - +           - - +















1ª exposición     - - +          - - +           - - +













1ª exposición     - - +          - - +           - - +















1ª exposición     - - +          - - +           - - +





































































































Figura R13. Expresión de IL-6 a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de IL-6  y β-actina en función del tiempo. Analizamos la 
relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT (3ªs barras). 
Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, según lo 
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Figura R14. Expresión de LIF a nivel transcripcional  
MØ humanos fueron sometidos a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de LIF  y β-actina en función del tiempo. Analizamos la 
relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT (3ªs barras). 
Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, según lo 
indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
Una vez obtenidas las expresiones de las citocinas pro-inflamatorias en T y TT 
procedimos a los análisis de expresión de algunas moléculas anti inflamatorias. En la 
figura R15 se pueden apreciar los niveles de expresión de la citocina antiinflamatoria 
IL-10 (Cluster II). Nuestros datos muestran que, con independecia de la línea tumoral, 
los TT tienen una sobre expresión de IL-10, la cual alcanza sus niveles más altos a las 
24 horas del segundo co-cultivo (7 veces más en TT que en los T). En este caso, 
nuestros datos corroboran las publicaciones que caracterizan a los TT como productores 
de IL-10 (20, 81), reforzando la hipótesis de que debe ser una de las razones por la que 
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a los TT, existen trabajos que demuestran que, a parte de sus propiedades 
antiinflamatorias, dificulta la activación de la respuesta adaptativa y promueve la 





















Figura R15. Expresión de IL-10 a nivel trancripcional. 
MØ humanos fueron sometidos a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de IL-10  y β-actina en función del tiempo. Analizamos 
la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT (3ªs barras). 
Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, según lo 
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En esta dirección, otra de las moléculas supresoras de la respuesta inflamatoria 
aquí analizada fue IRAK-M (Cluster III). Esta pseudoquinasa es bien conocida por su 
capacidad de regular negativamente una de las cascadas de señalización que lleva a la 
inducción de la respuesta inflamatoria (43, 47, 54). Pudimos confirmar a través de 
nuestros experimentos que hay una sobre expresión de esta molécula tanto en T, como 
en TT.  Sin embargo, los TT sufren una bajada en los puntos experimentales más 
tempranos (Figura R16). Esta bajada en realidad es fruto de un adelanto en su expresión 
tal y como se comprobó en un estudio previo (19). En todos los casos, la expresión de 
esta pseudoquinasa fue significativa en TT a 1 hora para luego caer a las 3 horas (datos 
no mostrados), lo cual indica que su expresión muy temprana en TT refuerza el perfil 
anti inflamatorio de estos M∅. De acuerdo con estos resultados, en un estudio 
recientemente publicado,  se demostró que ratones “knock-out” para IRAK-M no 
desarrollan tumores después de la inyección de células tumorales (75).  
Nuestros datos muestran que, en concordancia con lo mostrado en nuestro 
estudio previo (19), los TT obtenidos expresan IRAK-M a la vez que pierden la 
inducción de TNFα, propiciada por el primer encuentro con la célula tumoral (comparar 
figuras R11 y R16).  
En el cluster I destaca la expresión TREM-1 (del inglés Triggering Receptor 
Expresssed on Myeloid Cells) por la importancia dada en estudios anteriores 
relacionados con la respuesta inflamatoria (45, 83) TREM-1 es un receptor de 
membrana capaz de amplificar la respuesta inflamatoria de MØ y neutrófilos (45, 83). 
La gráfica de la figura R17 muestra que TREM-1 está sobre expresada en T y en TT, de 
acuerdo con un estudio previo que analiza esta molécula en pacientes con cáncer de 
































Figura R16. Expresión de IRAK-M  a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de IRAK-M  y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
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Figura R17. Expresión de TREM-1  a nivel transcripcional por los MØ controles,  T 
y TT.  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de TREM-1  y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
según lo indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
Finalmente, y para cerrar el capítulo de las comprobaciones por Q-PCR de los 
resultados arrojados por el microarrays, analizamos la expresión de NF-κB2/p100 
(Cluster I). Cabe destacar que está molécula no ha sido relacionada de manera directa 
con el fenómenos que aquí analizamos, la mayoría de los estudios se enfocan en la 
expresión y regulación de NF-κB1 en este contexto (85). Este elemento de la ruta de 
señalización de NF-κB es crucial para la regulación de la cascada no canónica de 
activación de la ruta pudiendo ser responsable de una activación alternativa de MØ 
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Nuestras comprobaciones de NF-κB2/p100 a nivel de ARNm mostraron que los 
TT presentan un aumento en su expresión en los puntos más tempranos en comparación 
con los T. Sin embargo, los T comienza a expresarlo de manera más tardía (Figura 
R18). Esto indica una activación temprana de la vía alternativa en los TT que refuerza la 
hipótesis de la reprogramación hacia un fenotipo más antiinflamatorio en los 



















Figura R18. Expresión de NF-κB2/p100  a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron  a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de NF-κB2/p100 y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
según lo indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
El conjunto de estos resultados validan, en parte, lo observado en los análisis de 
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6/ LIF y baja expresión IL-12/ IL-23 /TNFα otorgando a estas células un perfil más 
próximo a lo que se ha descrito para los TIMs que a los M1 (81). Por otra parte, la 
expresión de IRAK-M y NFkB2/p100 nos habla de una reprogramación de estas 
células. 
 
3.4. Validación de expresión proteica de datos obtenidos en los microarrays  
  
 Llegados a este punto decidimos comprobar  la expresión proteica de algunas 
moléculas que consideramos importantes, por su presencia en los microarrays y/o por la 
cinética presentada en las comprobaciones a nivel de ARNm. Entre ellas están la 
molécula coestimuladora CD86 (Cluster III) y el receptor “secuestrador” CD163 
(Cluster III), ambos descritos en un estudio anterior que caracterizaba a TIM de cáncer 
de ovario (69). También el receptor amplificador de la respuesta inflamatoria TREM-1, 
la citocina TNFα  y la pseudoquinasa IRAK-M, estas últimas por su importancia en la 
definición del perfil de los T como pro-inflamatorios y los TT como antiinflamatorios. 
Todas estas moléculas nos ayudaron a definir el perfil inmunosupresor de los TT y a 
encontrar un importante mecanismo de “freno” de la activación de la respuesta inmune 
innata en estas células.  
Como hemos demostrado anteriormente, nuestros resultados de microarrays 
demuestran que el perfil general de los T y TT es independiente de la línea tumoral 
utilizada en los co-cultivos (Figura R6). Por ello, en los siguientes análisis decidimos 
utilizar solamente dos de las líneas tumorales usadas: A431 y HeLa. Su elección se basa 
en que por una parte, A431 ha sido la línea donde se obtuvieron los resultados que dan 
pie a este trabajo y, por otra parte, la línea celular HeLa es ampliamente conocida y 
utilizada en diversos estudios como modelo tumoral (88, 89).   
Debido a que nuestra intención era detectar con claridad la expresión a nivel 
proteico, aumentamos el tiempo de estímulo a 48 horas en algunos de los experimentos. 
Si empezamos por la “superficie celular”, la primera molécula que analizamos fue 
CD163 (69), por ser considerado un marcador de MØ, luego procedimos a estudiar la 
proteína coestimulatoria CD86 (69) y finalmente TREM-1 por su función inflamatoria 
(84).  
CD163 es un receptor secuestrador (traducción del inglés “scavenger receptor”) 
caracterizado por su alta expresión en TIMs de cáncer de ovario (69) e inducible por IL-
10 (90). Nuestros microarrays desvelan que CD163 está sobre expresado en TT y un 
  73
análisis de su expresión por citometría de flujo muestra que los T y TT sobre expresan 
CD163. Sin embargo,, los TT presentan un 40% más de células CD163+  que los T a las 
48 horas (Figura R19, panel superior).  
 En el caso de CD86, una molécula coestimulatoria que en otros estudios ha 
resultado estar reprimida en TIMS de cáncer de ovario (69), presenta una significativa 
disminución de su expresión en  los TT (un 20% a las 24 horas y un 40% a las 48 horas 
de estímulo, Figura R19, panel central). Nuestros datos muestran por vez primera la 
comparación en la expresión de CD86 entre T y TT, a parte de que refuerzan el uso de 
esta molécula como marcador de los TT.  
 Finalmente analizamos la expresión de TREM-1, que como mencionamos 
anteriormente, es un receptor que amplifica la respuesta inflamatoria (84). La cinética 
de expresión de TREM-1 en los T es de aumento a las 6 y 24 horas, y luego una leve 
caída a las 48 horas. En cambio los TT presentan niveles de expresión más altos que los 
T, llegando a tener una diferencia del 70% a las 48 horas (Figura R19, panel inferior). 
Estos resultados son aparentemente contradictorios ya que los TT poseen un perfil 
antiinflamatorio. Sin embargo, debemos tener en cuenta el mecanismo de actuación de 
TREM-1. Este receptor puede sufrir un corte proteolítico, mediado por 
metalloproteasas, y de esta manera generar una forma soluble de TREM-1 (sTREM-1) 
quien tiene una marcada actividad antiinflamatoria (84). Más adelante comprobamos la 
expresión de sTREM-1 soluble y se comenta su posible implicación en nuestro estudio. 
Cabe destacar que, debido a su importancia en la activación de la cascada 
inflamatoria en la que están implicadas las IRAKs y el factor de transcripción NF-kB 
(56), realizamos ensayos de citometría de flujo para detectar TLR4. Como era esperado 
los T y TT no presentan diferencia en la expresión de TLR4 si se compara con los MØ 
(datos no mostrados). Se ha publicado que la sobre expresión de TLR4 por células 
tumorales puede ser considerado un mecanismo de “escape” del sistema inmune (42), 
sin embargo, en nuestros experimentos no hubo diferencia significativa en la expresión 
de esta molécula por las células tumorales (datos no mostrados).   
De esta manera, los resultados de las comprobaciones a nivel proteico nos 
demuestran que los TT sobre expresan CD163 y TREM-1 y que los altos niveles de 
CD86 se van disminuyendo con el tiempo en estas células. Los datos corroboran los 





















Figura R19. Validación de los resultados de microarrays a  nivel de traduccional.  
MØ controles, T y TT  (6h, 24h y 48 h), y las células tumorales A431 y HeLas se 
marcaron con anticuerpos específicos para proteínas de superficie como se describe 
en Material y Métodos, y se analizaron por citometría de flujo. Las proteínas 
valoradas fueron CD163 (panel superior), CD86 (panel central), TREM-1(panel 
inferior), como indica la figura. Los resultados se analizaron según el porcentaje de 
células positivas para las proteínas marcadas, comparado con el control isotipo. n=3. 
(*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
Seguidamente procedimos a analizar la expresión proteica de IRAK-M, TNF-α y 
sTREM-1 por Western Blot. En la figura R20A, se puede apreciar se confirman los 
resultados obtenidos a nivel transcripcional de expresión de IRAK-M y TNF-α. Los TT 
sobre expresan IRAK-M y disminuyen la expresión de TNFα  en comparación con los 






































































































































































































Figura R20. Validación de los resultados de microarrays en nivel de expresión 
protéica.   
Western Blot representativo de los experimentos hechos con células A431 y HeLa. 
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT y luego fueron 
aisladas las células CD14+. Seguidamente se les aislaron las proteínas totales y se 
realizaron ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos específicos contra TNFα, 
IRAK-M y β-actina (A). Para sTREM-1 se utilizó el sobrenadante de los co-cultivos 
de las condiciones experimentales T, TT (24h y 48 h) o de los MØ controles (B). El 
control de carga de proteínas para el Western Blot de TREM-1 soluble se hizo con la 
tinción de la membrana con Rojo Ponceau ( n=3). 
 
En la misma figura R20 (panel B) se muestran los niveles de expresión de 
TREM-1 soluble (sTREM-1). Como se puede apreciar, esta molécula aparece expresada 
en su forma soluble por los T y no por los TT. Es sabido que TREM-1 puede sufrir un 
corte por MMPs cuando está sobre expresada en superficie, resultando en la expresión 
de su forma soluble (45). Así, nuestros resultados de citometría de flujo nos mostraron 
que los T y los TT presentan inducción de TREM-1 en superficie. No obstante, los T 
van perdiendo esta expresión con el tiempo, mientras que los TT sufren un aumento de 
la misma (Figura R19). De esta manera, como se puede apreciar en los resultados de 
Western Blot, se detectó TREM-1 soluble solamente en los T indicando que en los TT, 
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TREM-1 puede no haber sufrido el corte por MMPs y por ello no lo detectamos en su 
forma soluble (Figura R20B).   
 
Una vez comprobada la expresión a nivel proteico de los genes de interés para la 
caracterización del perfil de los T y TT, procedimos a estudiar otros genes importantes 
para el presente estudio. Analizando los resultados de los microarrays detectamos que 
algunos genes implicados en la presentación antigénica, como los HLA de clase II 
(Cluster III) (28) y en la fagocitosis, como el CD64 (Cluster III) (91) presentaron un 
perfil diferencial de expresión entre T y TT. Estos factores son centro de nuestro estudio 
en los siguientes capítulos.  
 
3.5. Expresión de CD64 y fagocitosis en TT 
  
 Como se puede apreciar en el cluster III, los T y TT presentan expresión 
diferencial de la molécula CD64 (Tabla R2). Como el receptor de superficie CD64, es 
conocido por ser un marcador de fagocitosis (91) comprobamos si los TT lo expresan en 
mayores niveles en comparación con los T, algo que se se había sugerido en un estudio 
utilizando TIMs de pacientes con melanoma mestastático (92). La importancia del 
posible aumento en la expresión de CD64 por los TT nos llevó a hipotetizar si estas 
células podrían tener la capacidad de fagocitosis incrementada. 
 
La expresión de CD64, analizada por citometría de flujo, se muestra en la  figura 
R21. Los  histogramas muestran que los TT presentan un incremento en la expresión de 
CD64 en comparación con los T que se evidencia a las 24 horas (5 veces para A431 y 4 

























Figura R21. Histogramas de la expresión de CD64 en superficie 
MØ controles, T y TT  (24h y 48 h) se marcaron con anticuerpos específicos para la 
proteína de superficie CD64 como se describe en Material y Métodos, y se les 












Figura R22. Expresión de CD64 en superficie 
Análisis del porcentaje de células CD64 positivas, respecto al control isotipo. (*) 




101 102 103 104 105100
CD64 (FL1H)
101 102 103 104 105100
CD64 (FL1H)
24 horas
101 102 103 104 105100
HeLa
CD64 (FL1H)

















































T              TT 
24h
T              TT 
24h
T              TT 
48h





























Una vez comprobada la expresión de CD64, procedimos a comprobar si estos 
MØ presentan una mayor capacidad fagocítica tal y como se prevé. Con este objetivo 
hicimos un ensayo estándar de fagocitosis utilizando bacterias marcadas con proteína 
fluorescente verde, GFP (del inglés Green Fluorescent Protein,). Después de ser 
sometidos a las condiciones experimentales T o TT, se aislaron los MØ como en los 
puntos anteriores, y se les enfrentó a las bacterias. También hicimos el mismo 
procedimiento a los MØ controles. Posteriormente al ensayo, se comprobó la intensidad 
de fluorescencia a través de citometría de flujo y acompañados de un estudio por 
microscopia de fluorescencia (Figura R23 A y B). Decidimos extender el experimento 
de fagocitosis hasta las 48 horas para detectar si el efecto se agudizanba con el tiempo.  
La figura R23A muestra el porcentaje de células fluorescentes para GFP y se 
aprecia que, en los tiempos 24 y 48 horas, los TT desarrollan mayor capacidad 
fagocítica que los T. Este mismo efecto se puede apreciar en las fotos representativas de 
los experimentos que se muestran en el panel B de la misma figura R23 (ver flechas) . 
Nuestros datos relacionan por la primera vez la mayor expresión de CD64 por 
parte de los TT con la inducción de su capacidad fagocítica en comparación con los T. 
Indicando que estas células tienen sobre activada la maquinaria de fagocitosis, hecho 


































Figura R23. Capacidad Fagocítica de  T y TT 
MØ controles, T, TT y las líneas tumorales A431 y HeLa, de los experimentos de las 
figuras R20 y R21, fueron expuestos a bacterias E. coli DH5α (~108 bacteria/ml) 
durante 1 hora. Estas bacterias expresan GFP inducido por IPTG (ver Material y 
Métodos). Las células adheridas fueron colectadas y analizadas por citometría de 
flujo (A) o por microscopía de fluorescencia (B). En (A) se representa el porcentaje 
de células positivas respecto al control isotipo durante los tiempos indicados. En el 
panel superior, experimento hecho con A431. En el panel inferior, experimento hecho 
con HeLa. En (B) se muestra un experimento hecho con A431 y HeLa. Las flechas 
indican las bacterias fagocitadas por los TT. (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
3.6. Expresión de HLAs y presentación antígenica de los TT 
 
Es conocido que la expresión de CD64 está relacionada con una baja 
presentación antigénica (91, 93). En el epígrafe anterior, demostramos que los TT 
presentan altos niveles de esta molécula de superficie. Por otra parte, los análisis de 
microarrays indican que estas células tienen baja expresión de algunos HLA de clase II 












































































la existencia de una desregulación de la expresión de haplotipos del HLA II en TIM (31, 
59). Por ello, decidimos valorar estos genes en nuestro modelo estudiando su expresión 
tanto a nivel trascripcional como traduccional.  
 Primeramente analizamos la expresión a nivel transcripcional de HLA-DQβ1, y 
HLA-DRβ1, ambos reprimidos en TT según nuestro microarray y reconocidos por su 
mayor implicación en la presentación antigénica (59).  En este caso volvimos a estudiar 
el efecto de las cuatro líneas tumorales usadas.   
Como habíamos hecho en los ensayos anteriores, los análisis de expresión de 
estas moléculas los realizamos después del aislamiento de las células CD14+ que se 
sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Las figuras R24 y R25 muestran 
los resultados de Q-PCR para HLA-DQβ1 y HLA-DRβ1, respectivamente. En ambos 
casos se aprecia que los T aumentan la expresión de estas molécula (con cinética que 









































Figura R24. Expresión de HLA-DQβ1  a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de HLA-DQβ1 y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
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Figura R25. Expresión de HLA-DRβ1  a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometierons a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Así, por Q-
PCR valoramos la expresión de HLA-DRβ1 y β-actina en función del tiempo. 
Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), T (2ªs barras) y TT 
(3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con una línea tumoral, 
según lo indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
A continuación, analizamos la expresión a nivel proteico de HLA-DQ, HLA-DR 
y la proteína chaperona HLA-DM. Decidimos incluir en este análisis a HLA-DM por su 
importancia en la captación de los péptidos antigénicos (28). La figura R26 muestra 
que, efectivamente, disminuye la expresión de HLA-DQ y DR en los TT comparado 
con los T. Sin embargo, el HLA-DM está sobre expresado en los TT a las 24 horas, no 
presentando diferencias significativas de expresión en los tiempos más tempranos. 
Además, analizamos la expresión de estas moléculas en los controles de los 
tratamientos, los MØ y las respectivas líneas tumorales (Figura R27). Como era 
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Figura R26. Expresión de proteica de DQ DR y DM en T y TT. 
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT (3, 6 y 24h).  Las 
células CD14+, previamente aisladas, se marcaron con anticuerpos específicos: anti-
DQ, anti-DR y anti-DR. El panel izquierdo muestra los experimentos realizados con 
A431 y el derecho los correspondientes a los ensayos con HeLa Valores obtenidos 


















































































































































































































Figura R27. Expresión proteíca de DQ DR y DM en las líneas tumorales. 
Las líneas tumorales A431 y Hela y los MØ controles se marcaron con anticuerpos 
específicos para las proteínas de HLA de clase II: DM, DQ y DR, y se analizaron por 
citometría de flujo, como se describe en Material y Métodos. Valores obtenidos por el 
porcentaje de células positivas respecto al control isotipo, n=3. (*) p<0,05 de las 
líneas tumorales con respecto a los MØ. 
 
A pesar de la disminución de la expresión del haplotipo DQ, el que más nos 
llamó la atención fue el DR por presentar una disminución en la expresión de 7 veces en 
los TT en el punto experimental de 24 horas (Figura R26) Para verificar si esta 
disminución perduraba en el tiempo, extendimos el experimento hasta las 48 horas y 
analizamos la expresión de los tres haplotipos de HLA-II. La figura R28 muestra que, 
tal y como esperabamos, se observa una disminución de los haplotipos DQ y DR a las 
48 horas. 
De los resultados anteriormente expuestos entendemos que la expresión de los 
HLA está significativamente afectada en los TT. Este fenómeno puede tener su origen 
en una desregulación del CIITA  (del inglés Class II Trans-Activator). Este factor se ha 
establecido como un elemento esencial en la regulación de la expresión de los genes que 
codifican para los HLA II. Por otra parte, CIITA lo encontramos en el en el cluster III 































































Figura R28. Expresión proteica HLA-DM, DQ y DR (extendido a 48 horas). 
MØ controles, T y TT (24 y 48h) se marcaron con anticuerpo específico para HLA-
DR y se analizaron por citometría de flujo. En ambas gráficas se representa la 
inducción de células positivas respecto a los MØ controles, n=3. (*) p<0,05 de TT 
con respecto a T. 
 
Tal y como se puede apreciar en la figura R29, hemos analizado que los TT 
presentan una considerable disminución en la expresión de las variantes de splicing III y 
IV así como la molécula entera de CIITA. La variante I no está expresada por los T o 
TT (dato no mostrado). Cabe destacar que en este análisis trascripcional volvimos a 
estudiar el efecto que provocan las cuatro líneas tumorales usadas en nuestro estudio, 
con la misma intención que tuvimos cuando realizamos los análisis de Q-PCR para los 
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Figura R29. Expresión de CIITA  a nivel transcripcional  
MØ humanos se sometieron a las condiciones experimentales T y TT. Después, se 
aislaron las células CD14+, se les aisló el ARN total y se sintetizó ADNc. Por Q-PCR 
valoramos la expresión de CIITA (y sus variantes de splicing III, IV) y β-actina en 
función del tiempo. Analizamos la relación gen / β-actina. MØ controles (1ªs barras), 
T (2ªs barras) y TT (3ªs barras). Cada gráfica corresponde al experimento hecho con 
una línea tumoral, según lo indicado en la figura (n=3). (*) p<0,05 de TT con 
respecto a T. 
 
Finalmente, confirmamos el impacto funcional de la disminución en la expresión 
de de CIITA/HLA II, a través del ensayo estándar de proliferación de linfocitos 
(siguiendo el protocolo que se decribe en M & M y las referencias: (80, 94). 
La figura R30 muestra que los TT bajan significativamente su capacidad de 
inducir la proliferación de linfocitos tras 24 horas de co-cultivo, en comparación con los 
controles y con los T. Nuestros resultados muestran por primera vez que, en el modelo 





































































































































CD64 y de su capacidad fagocítica, también exhiben baja expresión de HLA-DQ y DR 

















Figura R30. Proliferación de Linfocitos. 
Linfocitos heterólogos humanos se “tiñeron” con el marcador de membrana PKH2 
(Green Fluorescent Cell Linker Kit) como se describe en Material y Métodos. Tras la 
tinción, los linfocitos marcados se co-cultivaron con los MØ controles, T y TT 
durante los tiempos indicados en las gráficas (proporción 1:5 MØ:linfocitos). 
Después de 3 días del co-cultivo, las células no adheridas (linfocitos) se colectaron y 
se marcaron con el anticuerpo anti-CD3-PE y se analizaron por citometría de flujo. 
La proliferación de linfocitos fue medida por la pérdida de la intensidad de 
fluorescencia del PKH2. Se utilizaron linfocitos cultivados solos, como control 
negativo de la proliferación, (n=3). (*) p<0,05 de TT con respecto a T. 
 
3.7. Papel del HLA-DR en el fenotipo TT estudiado 
 
Nuestros experimentos indican que HLA-DR es, de los miembros del HLA clase 
II estudiados, el que presenta los niveles más bajos de expresión en los TT (ver figura 
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sufre CIITA en este contexto (ver figura R29). En un estudio previo se demuestra que 
los TIMs de pacientes con cáncer de páncreas también presentan una marcada baja 
expresión de esta molécula, correlacionándose este hecho con un peor pronóstico (59). 
Con el objetivo de ahondar en el papel que juega el HLA-DR en el fenotipo 
inmunosupresor de los TT, realizamos un ensayo de proliferación similar al descrito 
anteriormente (Figura R30) añadiendo un anticuerpo bloqueante anti-HLA-DR.   
En la figura R31 se puede apreciar que los T que recibieron el estímulo 
bloqueante para HLA-DR disminuyen su capacidad de activación de linfocitos. 
Sorprendentemente, esta disminución llega a equipararse a los TT en el experimento 
hecho con A431 (48 horas) o en aquél hecho con HeLa en los puntos de 24 y 48 horas. 
De esta manera se demuestra que el bloqueo de HLA-DR dificulta la capacidad 
activadora de la respuesta adaptativa en los T que, en estas condiciones, muestran un 













Figura R31. Proliferación de Linfocitos tras bloqueo de HLA-DR. 
Ensayo similar al de la figura R29. En la condición T + αHLA-DR se utilizó.5μg del 
anticuerpo bloquente tal y  como se describe en Material y Métodos, (n=3). (*) 
p<0,05 en T + αHLA-DR con respecto a  T.  
  
Estos datos respaldan las evidencias de que los TIMs pierden la capacidad de 
eliminar al tumor, no sólo por reverter su perfil inflamatorio, sino también porque 
tienen “mermada” su actividad presentadora de antígenos tumorales a los linfocitos, 
imposibilitando la activación de la respuesta adaptativa.  
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 El estudio de las interacciones entre MØ y células tumorales ha despertado 
mucho interés en las últimas décadas. A pesar de los avances en este campo, aún nos 
falta por definir muchos mecanismos moleculares involucrados en este fenómeno.  
La visión general de la relación que se establece entre los TIM (TT) y las células 
tumorales, se muestra en la figura D1. Resumidamente, los MØ circulantes son 
reclutados al sitio del tumor a través de factores quimiotáticos liberados por las células 
tumorales tales como MCSF-1 y la quimioquina CCL2 (del inglés Chemokine C-C 
motif Ligand 2). Una vez infiltrados en el tumor, los MØ y las células tumorales inician 
una especie de cooperación, la cual es mantenida por la producción de citocinas, 
factores de crecimiento y proteasas. De este modo, los MØ se acumulan en el tumor 
porque el MCSF-1 garantiza su supervivencia y la presencia de IL-6 e IL-10 en el 
microambiente tumoral impiden su diferenciación a células dendríticas. Por otra parte, 
la PGE2 (del inglés Prostaglandina E2) liberada por las células tumorales, inhibe la 
producción de TNFα, IL-12 (95) y oxido nítrico por los MØ induciendo su actividad 
inmunosupresora (22, 24, 96).  
También es conocido que los MØ producen MMPs, PDGF (del inglés Platelet 
Derived Growth Factor) y VEGF, factores que promueven la supervivencia y 
proliferación de células tumorales, la angiogénesis y la metástasis (7, 22, 63, 69). De 
nuestros resultados de microarrays se puede apreciar que los TT presentan expresión 
diferencial de MMP7, MMP9, PDGFA / B, VEGFA y TGFβ (Tabla R2). Según la 
figura D1, los TT también producen quimioquinas que auxilian la angiogénesis y la 
remodelación de la matriz extra celular (22). Nuestros resultados de microarrays 
también demuestran la expresión diferencial de algunas quimioquinas (ver Tabla R2, 
cluster I y III).   
Si establecemos el sistema de referencia en el MØ, centro de este estudio, 
cuando estos se “encuentran” con las células tumorales activan una respuesta 
inflamatoria en pocas horas (20, 27, 81). Después de esta activación, los MØ 
reprograman su respuesta favoreciendo la progresión tumoral tal y como hemos ido 
comentando a lo largo de este trabajo (19, 22). El proceso de reprogramación es en parte 
conocido, pero sus mecanismos moleculares todavía están en vías de estudio.   
Según algunos autores, este tipo de reprogramación implica la disminución de la 
producción de TNFα, IL-12 e IL-23 (20, 63, 81). Estos resultados fueron observados en 
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modelos animales (62) y humanos (63, 69).  Sin embargo, en ningún caso  se utilizó un 
modelo humano in vitro que proporcionara MØ equiparables a los que se infiltran en el 
tumor. Tampoco se ha comparado el perfil de los MØ que han experimentado sólo un 
contacto con aquellos que ya están infiltrados en los tumores. Estos estudios son muy 
importantes porque los MØ son la población predominante de leucocitos infiltrados en 
tumores (9, 27). Cabe destacar que algunos trabajos indican que la infiltración propicia 













Figura D1. Interacción entre TIM (Tumor infiltrated Macrophage) y células 
tumorales. Modificada de Mantovani, et al, 2004 (22). 
 
Por todo ello, en el presente trabajo se desarrolló un modelo que nos permite 
obtener in vitro MØ humanos similares a los TIM. Este modelo presenta unas 
características generales descritas en la tabla R1 y se refleja en las condiciones 
experimentales que llamamos de T y TT (ver Figura R2). En el caso de T quisimos 
simular el primer contacto de un MØ con el tumor, mientras que con la condición TT 
simulamos MØ infiltrados en el mismo, lo que significa que estas células llevan más 
tiempo en contacto con la célula tumoral. 
De acuerdo con publicaciones anteriores los TT reducen de manera significativa 
la producción de la citocina inflamatoria TNFα, inducida por la condición experimental 
T (19, 63).  Además, los TT también presentaron disminución en la producción de otras 
citocinas pro-inflamatorias y activadoras de la respuesta adaptativa como IL-12p40 e 
IL-23p19  en plena concordancia con lo descrito anteriormente (62, 74).  
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Según nuestros análisis de microarrays, los T y TT presentan diferencias entre sí 
y con respecto a los MØ controles. Se puede observar en la figura R6, a través de los 
mapas GEDI, que nuestras réplicas presentan un perfil significativamente similar y que 
existen características muy semejantes entre los experimentos hechos con 
independencia de la línea tumoral empleada. Tanto la similitud entre las diferentes 
réplicas, como entre los experimentos realizados con líneas tumorales distintas, 
muestran la consistencia de nuestro estudio. 
Sorprendentemente, en los mapas GEDI (Figura R6), los TT a las 24 horas 
presentaran un transcriptoma análogo al de la célula tumoral correspondiente a su 
experimento (A431, HeLa, SKBR3 o BXPC3, según sea el caso). Pensábamos que 
pudiera ser una contaminación de células tumorales, a pesar de haberlo comprobado por 
citometría de flujo y detectar una alta eficiencia de separación que se reflejó en 94% de 
células CD14+ (Figura R3). Aún así, creíamos que las células tumorales pudiesen 
presentar mayor proliferación en los tiempos más tardíos, lo que dificultaría la 
eficiencia del aislamiento de células CD14+. Esta posibilidas fue descartada luego de 
verificarlo tanto a través del cultivo prolongado de estas células, como de su inyección 
en ratones inmunosuprimidos. En estos ensayos confirmamos que los TT (24 horas) no 
presentaron capacidad proliferativa o de desarrollo tumoral como las líneas per sé 
(Figura R7). Estos datos indican que hay otras razones que expliquen porque ocurre este 
fenómeno que se puede apreciar a través de los resultados de microarrays. Una 
explicación puede ser que la similitud entre TT (24 horas) y células tumorales esté 
relacionada a un tipo de fagocitosis con fallos en el procesamiento y/o presentación 
antigénica, lo que comentaremos más adelante.    
A continuación de estas observaciones elegimos clusters de interés en nuestros 
mapas GEDI. Estos clusters fueron seleccionados en base a las diferencias observadas 
entre los tratamientos T y TT (Figura R8) y mediante el programa Ingenuity obtuvimos 
la lista de genes de cada cluster según su función biológica. Observamos que 
efectivamente los genes que aumentan su expresión en TT son mayoritariamente 
aquellos responsables de diversos procesos tumorales. Mientras que los genes que se 
reprimen son algunos de los responsables de orquestar una respuesta inmune apropiada 
(Figura R9 y Tabla R2). La combinación de estos datos nos indica que los TT pueden 
colaborar con la progresión tumoral no sólo porque presentan un perfil inmunosupresor, 
sino que también empiezan a sobre expresar genes característicos de los procesos 
cancerígenos. En estos casos cabe destacar que los T y TT presentan niveles de 
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expresión diferencial para estos genes, según la valoración dada por el programa 
Ingenuity (datos no mostrados), y que puede ser visualizado a través de la figura R6.  
Debido al gran volumen de grupos de genes interesantes con expresión 
diferencial que arrojaron los experimentos de microarrays, decidimos centrar nuestro 
trabajo en aquellos que están directamente conectados con la respuesta inmune, dejando 
para futuros estudios el resto.  
De manera general los análisis que realizamos muestran que nuestros TT 
presentan un perfil similar aquél descrito para los M2 o TIM (20, 69) y los T son 
equiparables a los M1 (20). Esta conclusión se puede visualizar en la tabla comparativa 
















Tabla D1. Comparación de expresión de moléculas por nuestros TT y los TIM de 
estudios distintos (62, 69).  
Las señales significan: – baja expresión, + alta expresión, +/- expresión presente pero más 
baja que los controles utilizados. En el caso de LIF e IL-6 del estudio de Duluc, et al, 2008, 
no se demuestra si son producidos por los TIM o por las células tumorales. 
 
Si analizamos en particular el estudio de Duluc et al, 2007, donde se comparó la 
producción de citocinas por los TIM con MØ cultivados en medio condicionado de 
células tumorales, o estimulados con LPS (lo que les induce al perfil M1) (69). Estos 














TIM humano de cáncer de ovario. Duluc, et al, 2008 (69) TIM de ratón. Mantovani, et al, 2006 (62)TT
Moléculas
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autores concluyen que los TIM tienen  un perfil similar al de nuestros TT: aumento en 
la expresión de la citocina antiinflamatoria IL-10 (Figura R5), y disminución de 
citocinas pro-inflamatorias como TNFα e IL-12 (Figuras R10 y 11). A pesar de las 
semejanzas entre este estudio y el nuestro, opinamos que es más real que se compare los 
perfiles de T y TT, y no TIM con MØ estimulado con LPS (69).  
Por otra parte, en otro estudio se utilizaron modelos de co-cultivo de MØ con 
células tumorales, sin que hubiese contacto entre las dos células porque el co-cultivo se 
realizó en placas transwell (74). En este modelo se obtuvieron TIM con aumento en la 
expresión de TNFα (74), es decir, lo contrario de lo publicado por otros autores (19, 20, 
63). Seguramente hay explicaciones para estos resultados discordantes. Una de ellas es 
que los leucocitos y células tumorales están en contacto directo en el microambiente 
tumoral in vivo. Por ello, debe ser crucial el contacto entre las dos células también en los 
modelos para obtención de TIM in vitro, ya que la utilización de modelos tan distintos 
puede traer resultados paradójicos. En nuestra experiencia, el perfil que se obtiene 
cuando se cultivan MØ en sobrenadante de células tumorales, no es estrictamente igual 
al que exhiben estas células cuando existe el contacto real (datos no mostrados).  A 
parte de este estudio, existen otros que confirmaron que la inflamación mediada por 
TNFα y la cascada de señalización de NF-κB contribuyen con la progresión tumoral 
(74, 85, 98).  
De esta manera, las diferencias en la expresión de TNFα de los TT/TIM pueden 
ser un reflejo de los cambios en la dinámica del microambiente tumoral. Uno de estos 
cambios puede ser la modulación de la actividad de NF-κB que presenta sus mayores 
niveles en los estadios más tempranos del desarrollo neoplásico (20, 32, 74, 85), 
propiciando la transición de M1 a M2. Los M2 presentarían una disminución en la 
actividad de NF-κB, lo que les imposibilitaría producir varias citocinas inflamatorias, 
entre ellas el TNFα que en esta fase serían responsables de “atacar” al tumor. En este 
sentido, hay autores que afirman que el MØ llega al tumor y pasa de ser pro-inflamtorio 
a pro-angiogénico (32). Por lo tanto, creemos que la disminución en la expresión de 
TNFα por los TT contribuye a establecer su perfil inmunosupresor.  
Postulamos que las diferencias en la producción de TNFα y otras discrepancias 
existentes entre los perfiles de los TT pueden ser explicadas, en parte, por el uso de 
modelos distintos en determinados estudios. Así, cada uno de estos modelos puede 
representar una fase distinta del cambio en la interrelación entre MØ y tumor. Sin 
embargo, también es importante considerar el tipo de tumor en cuestión, la línea celular 
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que le originó, su microambiente y las poblaciones celulares existentes en él. Un 
ejemplo de ello es que en un modelo de tumor de hígado, la deleción selectiva de NFκ-
B en hepatocitos, o incluso la inhibición de TNFα producido por células parenquimales 
residentes en el entorno tumoral, indujo la apoptosis a los hepatocitos “transformados” 
disminuyendo la incidencia de este tipo de cáncer (98). De todos modos, este estudio se 
basa en el inicio del proceso neoplásico cuando la producción de TNFα puede estar 
auxiliando la progresión tumoral. Merece la pena destacar aquí que nuestros resultados 
no distinguen diferencias entre los distintos tipos de líneas utilizadas, por lo menos en la 
expresión de los genes que comprobamos.  
Asimismo, en el proceso tumoral in vivo es inevitable la producción de TNFα 
por otras células (incluso las tumorales) distintas a las TT, ya que en este proceso la 
disrupción del tejido casi siempre causa inflamación (24). En este sentido, a pesar de 
que el TNFα producido por el MØ les proporcione un perfil antitumoral, se ha 
observado que la administración de altas dosis de esta citocina a nivel local favorece el 
progreso del tumor, ya que proporciona la remodelación del tejido y el desarrollo del 
estroma (99). Todo parece indicar que el origen, la dosis y el momento de liberación de 
TNFα le pueden proporcionar funciones totalmente diferentes en el ámbito tumoral.    
 Aún habiendo algunas diferencias entre los modelos empleados en los distintos 
estudios acerca de los TT pudimos constatar en nuestro estudio que estas células 
realmente presentan un perfil similar al descrito para los M2, mientras que los T son 
similares a los M1, tanto en modelos animales (22) como en modelos humanos (69, 74). 
 Por otro lado, nuestros datos demuestran que la citocina pro-inflamatoria IL-6 no 
está únicamente expresada en los T, sino también en los TT. Algunos autores afirman 
que los TT expresan bajos niveles de esta citocina (20) en conexión con la disminución 
de la actividad pro-inflamatoria. Las citocinas IL-10 e IL-6 son activadas por la cascada 
de señalización de STAT3 (del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 
3) y en general, la activación de una de ellas induce el bloqueo de la otra (100). STAT3 
(Cluster IV) también aparece aumentada por los TT en nuestros resultados de 
microarrays, hecho que concuerda con los resultados obtenidos de expresión de IL-10 e 
IL-6. En nuestro modelo observamos la sobre expresión de las dos citocinas (Figuras 
R13 y R15). Sin embargo, si lo analizamos más atentamente, en los TT los niveles de 
IL-6 se encuentran altos desde las 3 horas (Figura R13) y la IL-10 empieza a 
aumentarse a las 24 horas en la mayoría de los casos (Figura R15). Estos datos pueden 
ser un reflejo en la transición entre los perfiles de M1 y M2. Por otro lado, cabe destacar 
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que algunos autores afirman que IL-6 juega un papel en la tumorigénesis (101), en la 
angiogénesis (13, 102) o es inmunosupresora cuando es liberada por los TT (103) o por 
las células tumorales (69, 103, 104). Esto último  puede favorecer el papel desempeñado 
por los TT y coincide con nuestros datos.  
Finalmente, nuestros TT presentan un perfil que avala los estudios publicados 
anteriormente. Este perfil se refleja en la sobre expresión de IL-10 y reducción en la 
expresión de TNFα, IL-12 e IL-23 (8, 20, 32, 81, 105). A parte de este perfil básico de 
TT, nuestros análisis de microarrays nos proporcionan una gama de genes expresados 
por estas células que no han sido descritos en otros estudios y que algunos de ellos son 
discutidos aquí y otros serán comprobados en el futuro. En general prestamos atención a 
aquellos genes que no son encontrados con frecuencia en los estudios de TIM, y que 
añadido al perfil básico de estas células, nos puede ayudar a avanzar en su 
caracterización.   
En este sentido, solamente un estudio anterior afirma que uno de los perfiles M2 
existentes depende totalmente de la presencia de IL-6 y LIF en el microambiente 
tumoral (69). Nuestros TT presentaron sobre expresión de IL-6 y LIF. Estas dos 
citocinas no sólo comparten algunas funciones, sino también receptores y ambas son 
producidas por MØ (82). Cabe resaltar que LIF es una molécula con funciones muy 
amplias que van desde la preservación de la totipotencialidad de células madre 
embrionarias (82, 106), hasta la inducción de la diferenciación de células mieloides 
leucémicas lo cual origina su nombre (82).  
Nuestros datos muestran que LIF (Figura R 14) está sobre expresada por los T y 
TT en concordancia con la expresión de IL-6. Según un estudio, LIF puede ser inducida 
por TNFα en algunos casos pero no se menciona el contexto tumoral (82). La inducción 
de LIF por TNFα podría ser otra explicación para la cooperación entre célula tumoral y 
MØ infiltrados; el TNFα producido por las células tumorales, podría llevar al aumento 
en la expresión de LIF por los MØ y esto propicia  el cambio de su perfil. Asimismo nos 
queda comprobar esta posible relación entre TNFα y LIF en el contexto tumoral. 
 
Otra molécula que no se utiliza en la caracterización de los TT, pero que fue 
descrita en un estudio realizado en nuestro laboratorio (19), es IRAK-M. En nuestros 
análisis de microarrays IRAK-M aparece sobre expresada por los TT. Esta molécula es 
bien conocida por su capacidad de modular negativamente la respuesta inflamatoria 
mediada por la activación de los TLRs (47, 49, 54, 107). De acuerdo con lo que se había 
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descrito anteriormente para MØ tolerantes a tumores (19), nuestros datos muestran que 
los TT sobre expresan IRAK-M, lo que concuerda con la disminución de la expresión 
de TNFα tanto a nivel transcripcional (Figura R16) como traduccional (Figura R20). 
Así, la sobre expresión de IRAK-M e IL-10 combinado con la baja expresión de IL-
12p40 e IL-23p19, pone en evidencia la actividad inmunosupresora de los TT en 
nuestro modelo. 
Centrándonos en la cinética de expresión de IRAK-M, a pesar de que esté 
presente en los T, los TT adelantan la expresión de esta pseudoquinasa (Figura R16) a 
nivel transcripcional. Este dato ya había sido observado en un estudio anterior de 
nuestro grupo (19). La posible explicación para ello es que la primera exposición al 
tumor no sólo induce una respuesta inflamatoria temprana a los MØ y activa a IRAK-
M, sino que también genera un mecanismo que precondiciona a los MØ de modo que en 
el segundo enfrentamiento con la célula tumoral se acelera la expresión de IRAK-M. 
Esta cinética de expresión “acelerada” de IRAK-M por los TT puede señalar la 
implicación de esta molécula en el papel inmunosupresor de estas células (54). Creemos 
que la condición experimental T, demostrada aquí como proinflamatoria, debe generar 
una maquinaria que permita la rápida transcripción de IRAK-M después del segundo 
enfrentamiento con la célula tumoral. Esta rápida transcripción puede ser explicada por 
cambios epigenéticos a nivel de cromatina generado por el primer contacto con las 
células tumorales. Esta cinética de expresión de IRAK-M siempre se repite en nuestros 
experimentos de MØ tolerantes a tumores, o a LPS como ya ha sido descrito (49) y los 
mecanismos en él implicados serán nuestro objeto de estudio en el futuro.  
No obstante, no se había observado hasta el presente estudio la cinética de 
expresión de IRAK-M a nivel traduccional en el modelo T/ TT. Nuestros datos 
demuestran que los TT sobre expresan IRAK-M a nivel proteico durante más tiempo y 
en mayores niveles que T (Figura R20A). De esta forma, los TT pueden inhibir la 
activación de la respuesta inflamatoria correspondiente a la cascada de señalización de 
IRAK-M, durante más tiempo que los T. 
En este punto queremos destacar que existen algunos genes que forman parte de 
la cascada de señalización de IRAK-M, y que presentan expresión diferencial en 
nuestros microarrays. Entre ellos, se puede observar la presencia de MYD-88 (del inglés 
Myeloid Differentiation factor 88) e IRAK-1 (Cluster III y IV, respectivamente). Estos 
y otros genes parecen indicar la existencia de diversos mecanismos importantes que 
pueden explicar la reprogramación de la respuesta inmune de los TT.  
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A parte de IRAK-M, otra molécula no utilizada de manera clásica para 
caracterizar a los TT y que nos llamó la atención que estuviera presente en nuestros 
datos fue NF-κB2/p100. La tabla R2 muestra que tanto NF-κB1 como NF-κB2 forman 
parte de los genes del cluster I.  
En los análisis de microarrays y en su comprobación por Q-PCR, los T y TT 
presentaron aumento de expresión de NF-κB2/p100, una molécula responsable de 
activar la cascada de señalización no canónica de NF-κB (86, 87). En nuestros 
resultados NF-κB2/p100 aparece sobre expresada en los puntos experimentales más 
tempranos en TT y su expresión perdura en los T (Figura R18). En este sentido 
opinamos que a pesar de que el perfil de los TT esté relacionado con inmunosupresión 
no lo debemos relacionar a “inmunoparálisis”. Como se está constatando, los TT 
desarrollan un proceso de reprogramación de la respuesta inmune, que implica la 
activación de muchos genes (Figura R9). En el caso de NF-κB2/p100, el microambiente 
tumoral puede estar llevando los TT a otro tipo de activación que puede ser eficiente (o 
no)  contra los tumores, estando relacionada con la activación de la vía no canónica de 
NF-κB. Estos datos pueden abrir puertas a un campo de investigación que debe ser 
desarrollado más profundamente, ya que la mayoría de los estudios relacionados con TT 
tienen en cuenta solamente la vía canónica de NF-κB1 (85, 108, 109). 
Siguiendo la observación de genes no comúnmente citados en estudios con TIM, 
TREM-1 ha sido otra molécula que observamos por estar activada tanto en los 
resultados a nivel transcripcional como a traduccional (ver Figura R17 y R19, 
respectivamente). En la mayoría de los experimentos esta molécula aparece sobre 
expresada en TT a nivel transcripcional y presenta un aumento significativo a nivel 
traduccional, como molécula de superficie comprobado en los análisis de citometría de 
flujo. TREM-1 ha sido recientemente descrita como amplificador de la respuesta 
inflamatoria de leucocitos en respuesta a diferentes patógenos (34, 45, 110). A pesar de 
su clara implicación en la respuesta inflamatoria, hemos publicado recientemente que 
TREM-1 en superficie puede sufrir un corte proteolítico a través de MMPs (45), y que 
su forma soluble presenta una actividad antiinflamatoria (111). Nuestros resultados 
muestran que después de 24 y 48 horas los T generan la forma soluble de TREM-1 (s 
TREM-1). Estos datos, aparentemente contradictorios, pueden ser explicados por 
nuestros resultados de expresión en superficie. De esta forma, en la figura R19 se puede 
apreciar que los TT no disminuyen la expresión de TREM-1 en superficie, por lo tanto, 
es evidente que no la detectemos en su forma soluble. Lo que no nos queda claro, es si 
  99
nuestros TT disminuirían la expresión de la molécula en superficie en el tiempo, como 
un reflejo de su corte proteolítico  generando su forma soluble y consecuentemente una 
actividad antiinflamatoria. Si los TT produjeran sTREM-1 en el tiempo, su capacidad 
antiinflamatoria se potenciaría respecto a los T. Esto ocurriría porque los T sobre 
expresan TREM-1 durante menos tiempo en superficie, lo que resultaría en la 
producción de una menor cantidad de esta molécula en su forma soluble. Un estudio, 
recientemente publicado, en  pacientes de cáncer de pulmón demostró que sus TT 
producían altos niveles de TREM-1 en superficie y se generaban grandes cantidades  de 
sTREM-1, este hecho  se relacionó con un mal pronóstico de los pacientes (84).  Los 
datos de otros autores (84) y los nuestros  pueden abrir posibilidades en el estudio de 
terapia contra el cáncer utilizando TREM-1, ya que los resultados obtenidos indican que 
esta molécula juega un papel importante en los MØ enfrentados a tumores. 
A parte de las moléculas comentadas hasta el momento estudiamos la expresión 
de otras, a nivel proteico, que tienen relación con lo descrito para los TT y que aparecen 
en nuestros resultados de microarrays. A pesar de que algunas hayan sido descritas, 
apenas se sabe acerca de su función en el contexto tumoral y son pocos los estudios que 
las utilizan para caracterizar a los TIM. 
El CD163, una proteína transmembranal que puede ser inducida por IL-6 (90) o 
IL-10 (90, 112), generalmente es expresada por MØ (90) y su expresión en TIM ha sido 
recientemente descrita (69, 90). Nuestros resultados muestran que los T y TT aumentan 
la expresión de CD163, pero estos últimos presentan un 40% más de células positivas 
para esta molécula en el punto experimental de 24 horas (Figura R19). De esta forma, 
CD163 puede ser considerado un marcador para los TT. Consideramos importante 
detectar el aumento de CD163 tanto a nivel de ARNm como de proteína, porque son 
pocos los estudios que la consideran en el momento de caracterizar a los TT (69). En 
este sentido, como los TT presentan expresión variable para algunas moléculas lo que 
dificulta su caracterización, pensamos que CD163 puede incrementar el perfil de estas 
células. Además, CD163 es un marcador de la respuesta antiinflamatoria en MØ (113, 
114) y se ha descrito  su sobre expresión en estas células tratadas con glucocorticoides 
(115). A pesar de ello poco se sabe acerca de su función en el ámbito tumoral. Pero su 
papel antiinflamatorio en MØ puede tener total conexión con el perfil de los TT 
pudiendo desempeñar un papel inmunosupresor importante en el contexto tumoral. 
Como en el caso de CD163, la molécula coestimulatoria CD86 ya ha sido 
descrita en estudios de TT (69), pero tampoco es muy utilizada en su caracterización a 
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pesar de su importancia. CD86 es expresada por MØ y células dendríticas (33, 34) y es 
una de las moléculas coestimulatorias que más inducen la activación de linfocitos T 
siendo capaz de reverter la actividad inmunosupresora de las células T reguladoras 
(116). Nuestros resultados muestran que los TT, a parte de presentar un perfil 
antiinflamatorio, también presentan una supresión de proteínas importantes para la 
activación de la respuesta adaptativa, como el caso de CD86 (Figura R19, comparar T y 
TT 24 horas). 
Nuestros datos de expresión de moléculas de superficie nos muestran que los 
TT, en comparación con los T, aumentan la expresión de la molécula antiinflamatoria 
CD163 y disminuyen la expresión de la molécula coestimulatoria CD86. Estos 
resultados reafirman el perfil inmunosupresor de los TT.  
De acuerdo con estos datos, dos estudios recientemente publicados, de Gordon, 
et al, agruparon evidencias que definen el perfil de MØ activados clásicamente (M1 o T 
si seguimos nuestra nomenclatura). Según sus estudios, los T expresan en superficie 
CD86, HLA de clase II, MARCO (del inglés Macrophage Receptor with Collagenous 
structure), altos niveles de CD14 entre otras moléculas (33, 34). Todos estos factores 
están significativamente reprimidos en los TT, según nuestros datos. Vale destacar que 
MARCO también aparece como suprimido en TT (Cluster III).  
Otro elemento curioso que resultó del microarrays fue la significativa sobre 
expresión de CD64 (91, 93). Esta molécula ha sido descrita no sólo como un marcador 
de la actividad fagocítica (84), sino también como inductora de la disminución en la 
presentación antigénica de MØ enfrentados a bacterias (86). Nuestros resultados a nivel 
de proteína para CD64 muestran que los TT sobre expresan esta molécula comparado 
con los T (Figura R20 y R21). Al analizar el posible efecto que pudiera tener la sobre 
expresión de CD64 en la fagocitosis por parte de los TT, descubrimos que estos 
presentan un aumento significativo de la actividad fagocítica. Este resultado, aunque 
aparentemente alejado del contexto tumoral que nos preocupa, indica que los TT, no 
sólo mantienen su maquinaria de fagocitosis intacta, sino que la tienen sobre activada. 
Hecho a tener en cuenta en diversas situaciones patológicas. Además, estos datos  
sugieren que el macrófago infiltrado puede ser capaz de fagocitar células tumorales. 
Por otra parte, se ha  relacionado la disminución de la expresión de CD86 y 
HLA-DR (haplotipo de clase II), con la pérdida de la capacidad presentadora de 
antígenos en células dendríticas y MØ residentes en granulomas (117). Esta evidencia  
explicaría, por lo menos en parte, la función de estas moléculas en la activación de 
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linfocitos T en algunos procesos, incluyendo los tumorales. A parte de nuestros 
resultados con CD86, también se puede observar en la tabla R2 (Cluster III) que los TT 
presentan disminución en la expresión de diversos haplotipos de HLA de clase II. Por lo 
tanto, pensamos que los TT pudieran expresar diferencialmente otros factores 
adicionales que están implicados en la presentación antigénica.  
 
Los resultados del presente trabajo efectivamente demuestran que los TT sufren 
una disminución en la expresión de HLA-DQ y DR tanto a nivel trascripcional como 
traduccional, siendo más significativo en el caso de HLA-DR. Debemos mencionar en 
este punto que la proteína chaperona HLA-DM, responsable de transportar los péptidos 
antigénicos, no presenta disminución en los TT hasta las 48 horas. Pensamos que puede 
ser el reflejo de la activación del procesamiento antigénico en los TT, que luego no se 
concreta por la baja expresión de las moléculas DQ y DR, que son las que presentarían 
el péptido antigénico en superficie. 
En este contexto es conocido que CIITA es un co-activador transcripcional 
requerido para la expresión de los genes de HLA, principalmente de clase II (59, 118). 
Además, en un estudio reciente, se ha observado que CIITA tiene relación con la 
presentación antigénica (118). Nuestros resultados de microarrays muestran que CIITA 
presenta expresión diferencial entre T y TT. Estos resultados fueron confirmados por Q-
PCR, donde se puede apreciar los bajos niveles de CIITA y sus variantes de splicing en 
los TT. De esta forma, sugerimos que parte del mecanismo que lleva a la baja expresión 
de los distintos haplotipos de HLA de clase II en los TT puede tener conexión con  la 
disminución de CIITA. 
  
Teniendo en cuenta estos datos, quisimos profundizar en el estudio de cómo 
puede afectar la mayor capacidad fagocítica y la disminución de la expresión de HLA-
DR y DQ, en la alteración en la presentación antigénica de los TT. Por ello, hicimos 
ensayos de proliferación de linfocitos (80, 94). En este ensayo comprobamos que los TT 
presentan un fallo en la presentación antigénica que se refleja en la disminución de su 
capacidad de activar la proliferación de linfocitos, en comparación con los T (Figura 
R28). Además, pudimos comprobar que el bloqueo de HLA-DR en los T hace que bajen 
su capacidad activadora de la respuesta adaptativa, reflejada en la proliferación de 
linfocitos. Esta bajada en la inducción de la proliferación linfocitaria, que ocurre en los 
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T tratados con el anticuerpo bloqueante para HLA-DR, se evidencia a las 48 horas de 
cocultivo y, sorprendentemente, casi les iguala a los TT en este punto experimental.  
Queda patente con nuestros resultados, la importancia de HLA-DR en la 
presentación antigénica de MØ enfrentados a células tumorales. Sin embargo, todavía 
nos quedan por descifrar muchos mecanismos moleculares involucrados en este 
fenómeno. Por ejemplo, poco se sabe acerca de la fagocitosis de células tumorales por 
las APCs (32, 61, 119, 120). Creemos que la expresión de antígenos por las células 
tumorales, originados de las múltiples alteraciones genéticas que sufren, les puede llevar 
a ser reconocidas y fagocitadas por las APCs. Sin embargo,  debe existir algo que hace 
que estas células no sean capaces de procesarlas o de presentarlas a los linfocitos. 
Posiblemente, algunos de los factores presentes en el microambiente tumoral,  liberados 
por las células malignas, sea el responsable de este cambio en la capacidad presentadora 
de antígenos de los MØ, haciendo que disminuyan su expresión de HLA-II.  
A parte de esto, y en conexión con nuestros datos, se observó en otro estudio que 
la citocina IL-10 puede inducir la disminución de la expresión de HLA-II por los TIM 
de cáncer de cerebro (121).  En este sentido, un estudio en TIM de pacientes con cáncer 
de páncreas detectó la expresión una molécula de la super familia de los receptores de 
TNFα, la DcR3 (del inglés Decoy Receptor 3), en las células tumorales. Es conocido 
que la sobre expresión de DcR3 es capaz de inducir la disminución de HLA-II en los 
TT, principalmente el haplotipo DR. De esta forma, no sólo el HLA-DR, pero también 
el DcR3 pueden ser dianas en la investigación de terapia contra el cáncer. Pretendemos 
comprobar en el futuro el papel de DcR3 en nuestro modelo.  
Evidentemente, nuestros resultados de microarrays sugieren la existencia 
diversos mecanismos que deben ser analizados en el futuro, para ayudarnos a entender 
los procesos de vigilancia y de edición inmunológica. La vigilancia inmunológica (fase 
de reconocimiento y “ataque” al tumor, refs:(14, 25-27, 57) fue reproducida con nuestra 
condición T. Mientras que la fase de equilibrio de la edición inmunológica (momento en 
que las células malignas desarrollan mecanismos de “escape” y los  MØ cambian su 
perfil frente a los tumores, refs:(14, 25-27, 57) se reprodujo con la condición TT. 
Siendo uno de los principales resultados de este trabajo el establecimiento de un modelo 
experimental apropiado para este tipo de estudio.  
Recapitulando, nuestros resultados muestran que, a parte del perfil 
antiinflamatorio de los TT, estas células también presentan alta capacidad fagocítica, 
seguida de una disminuida actividad inductora  de la respuesta adaptativa. Los datos 
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aquí obtenidos validan, por lo menos en parte, algunos de los mecanismos implicados 
en la supresión de la actividad inmune de MØ enfrentados a tumores y aporta nuevos 
elementos a tener en cuenta en este contexto. Entre ellos: la expresión de IRAK-M, 
TREM-1, LIF y NF-κB2. La figura D2 agrupa algunas moléculas que pueden ser 















Figura D2. Inmunidad tumoral. 
Las células representan a los MØ enfrentados a tumores. La alta producción de 
moléculas pro-inflamatorias (izquierda) por los MØ aumenta la inmunidad tumoral, 






















































































Primera: Nuestro modelo T / TT es válido para reproducir las fases de 
vigilancia y edición inmunológica. Por otra parte, los T manifiestan características 
similares a los llamados macrófagos de activación clásica o M1, mientras que los TT 
reproducen el perfil de los macrófagos infiltrados a tumores y los de activación 
alternativa o M2. 
 
Segunda: Los perfiles T y TT obtenidos para cuatro líneas tumorales diferentes 
son significativamente similares sugiriendo que, en el contexto tumoral, los macrófagos 
desarrollan un perfil universal con independencia del cáncer en cuestión. 
 
Tercera: Las células TT presentan una respuesta inflamatoria disminuida, en 
comparación con T, que se ve reflejada en la producción de IL-10, IRAK-M y la 
disminución de IL-12 e IL-23. 
 
Cuarta: Las células TT presentan mayor expresión de CD64 lo que está 
acompañado de un significativo aumento de su capacidad fagocítica.  
 
Quinta: Las células TT disminuyen la expresión de HLA-II y de la molécula 
coestimulatoria CD86. Por otra parte, el regulador CIITA y sus splicing están 
reprimidos en TT. La combinación de estos factores desencadena una disminución 
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